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RESUMO

SOUZA, A. M. Diversidade Fenotípica e Genotípica de Isolados de
Pisolithus spp. Lavras: UFLA, 2001. 107p. (Dissertação - Mestrado em
Engenharia Florestal)*

Pisolithus spp. é um fungo cosmopolita, que vive em simbiose com
várias espécies arbóreas, principalmente Eucalyptus e Pinus. Com o objetivo de
avaliar a diversidade fenotípica e genotípica de isolados de Pisolithus spp.,
procedentes do Brasil, USA e Canadá, foram utilizadas características
morfológicas, marcadores bioquímicos (PAGE e SDS-PAGE) e molecular
(RAPD) para a indicação de genótipos potenciais com ampla base genética a
serem utilizados em programas de melhoramento da simbiose ectomicorrízica.
Tanto as características morfológicas como os marcadores possibilitaram
agrupar os isolados quanto a sua taxa de divergência, sendo que, para
características morfológicas, esta taxa variou de 0 a 82% para marcador protéico
de 9 a 80% e para marcador enzimático de 0 a 79%. De acordo com as
características morfológicas, os cruzamentos aptos a ampliar a base genética
foram P4 x P21 e P4 x P25, para o marcador protéico PIO x P31, PI3 x P29,
PI 3 x P30, PI 8 x P29 e P20 x P31, marcador enzimático P13xP18 eP15x
P33. A análise comparativa dos agrupamentos obtidos pelos diferentes
marcadores possibilitou a distinção dos isolados quanto à sua colonização ao
hospedeiro. O marcador molecular (RAPD) demonstrou ser o mais indicado na
avaliação de diversidade, isto devido a não sofrer a influência das condições de
cultivo e trabalhar diretamente com o material genético.

* Comitê Orientador: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Orientadora), Sebastião
Carlos da Silva Rosado - UFLA



ABSTRACT

SOUZA, A. M. Phenotypic and Genotypic diversity of Pisolihus spp.
Isolates. Lavras: UFLA, 2000. I07p. (Dissertation - Master of Science in
Forestry)*

Pisolithus spp. is a cosmopolitan fungus living in symbiosis with a
numberof tree species, mainlyEucalyptus and Pinus. Isolates from Brazil, USA
and Canadá were used for the evaluation of the phenotypic and genotypic
diversity of Pisolithus spp. Morphological, biochemical (PAGE and SDS-
PAGE) and molecular (RAPD) markers were analysed for the identification of
potential genotypes with broad genetic base that could be used in programs
aiming the improvement of the ectomycorrhizal symbiosis. It was possible to
group the isolates on the basis of morphological and molecular markers. The
divergence rate for morphological markers ranged from 0 to 82%, whereas for
protein ranged from 9 to 80% and for enzyme from 0 to 79%. The crosses apt to
broaden the genetic base for morphological markers were P4 x P21 and P4 x
P25, whereas for proteins were PIO x P31, PI3 x P29, PI3 x P30, PI8 x P29 and
P20 x P3I, and enzymes were PI3 x PI8 and PI5 x P33. The distintion of the
isolates in relation to their colonization to the host was mad possible by
comparative analysis of the groups obtained throught the different molecular
markers. RAPD was the most indicated marker for evaluation of diversity,
considering that it was no influenced by the cultivation conditions, having a
direct link with the genetic material.

* Guidance Committe: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Adviser), Sebastião
Carlos da Silva Rosado - UFLA



1 INTRODUÇÃO

A degradação dos ecossistemas naturais e o uso inapropriado do solo são

os principais agentes de desertiftcação e degradação de diferentes regiões do

planeta.

Face a esta situação, o reflorestamento é uma atividade que além de

conter este fenômeno de desertificação, contribui para a restauração e

restabelecimento dos ecossistemas naturais degradados. Aliadas a esta atividade,

várias estratégias vêm sendo utilizadas com o intuito de amenizar o impacto de

fatores estressantes sobre as espécies vegetais cultivadas, dentre elas destacam-

se os programas de melhoramento genético através da seleção de genótipos

superiores.

Tanto o melhoramento genético de plantas como o melhoramento

genético de simbiontes capazes de sobreviver, crescer e produzir em sítios

desfavoráveis são de grande importância no restabelecimento e restauração

destas áreas.

Pisolithus spp. é um fungo ectomicorrízico cosmopolita, que vive em

simbiose com várias espécies de árvores, principalmente com as do gênero

Eucalyptus e Pinus. Esta simbiose é de grande importância para as árvores

hospedeiras, principalmente quando plantadas em sítios de baixa fertilidade, pois

o parceiro fúngico melhora a absorção e o transporte de água e nutrientes do

solo, aumenta a tolerância à acidez, à toxidez de metais pesados, a temperaturas

elevadas do solo e aumenta a resistência às doenças do sistema radicular.

O sucesso de qualquer programa de micorrização é, sem dúvida,

influenciado pela estrutura, variabil idade e estratégia reprodutiva destas

populações naturais de fungos. Desta forma, estudos genéticos são necessários

para conhecer a magnitude desta variabil idade para a melhor compreensão das



características ecológicas e fisiológicas, que permitirão o estabelecimento de

novas estratégias de melhoramento genético.

E para acessar esta variabilidade é indispensável o uso de marcadores

morfológicos e genéticos, que possibilitarão caracterizar, identificar e avaliar o

comportamento de genótipos a serem utilizados em programas de melhoramento

da simbiose.

Diante de tal fato, os objetivos deste estudo foram estudar a diversidade

fenotípica e genotípica de isolados de Pisolithus spp. por meio de características

morfológicas, marcadores bioquímicos (PAGE, SDS-PAGE), molecular

(RAPD) e comparar a variabilidade obtida por estes diferentes procedimentos,

visando detectar e selecionar genótipos de ampla base genética aptos a serem

utilizados em programas de melhoramento da simbiose ectomicorrízica.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Micorrizas

A simbiose mais comum em plantas superiores é a associação

micorrízica estabelecida entre determinados fungos do solo e radicelas de

plantas (Marx, 1977).

Cerca de 95% das espécies de plantas formam associações micorrízicas

na natureza (Trappe, 1977), com exceção de algumas famílias como

Cruciferaceae, Chenopodiaceae, Saxifragaceae, dentre outras, que incluem

também a maior parte das plantas aquáticas, parasitas e carnívoras (Pate, 1994).

As micorrizas representam um fenômeno de ocorrência generalizada resultante

da união orgânica entre as raízes e o micélio de fungos pertencentes a diversas

espécies de Ascomicetos, Basidiomicetos e Zigomicetos (Trappe, 1977; Siqueira

e Franco, 1988). Tradicionalmente, as micorrizas têm sido classificadas com

base na anatomia da infecção em ectomicorrizas, micorrizas arbusculares e

ectendomicorrizas. As micorrizas arbusculares são caracterizadas pela

penetração inter e intracelular do micélio fúngico no córtex da raiz.

Intracelularmente é formada uma estrutura específica para troca de metabólicos

denominada arbúsculo. Este tipo de micorriza é formada entre a maioria das

Angiospermas e algumas Gimnospermas e Fungos Zigomicetos da ordem

Glomales (Morton e Benny., 1990; Harley e Smith, 1983). As ectomicorrizas

são caracterizadas pela penetração intercelular do micélio fúngico no córtex da

raiz (rede de Hartig) e formação de um manto fúngico ao redor das raízes

colonizadas. São formadas principalmente entre fungos Basidiomicetos e alguns

Ascomicetos e a maioria das Gimnospermas e algumas Angiospermas. Nas

ectendomicorrizas, o manto é reduzido e muitas vezes ausente. A rede de Hartig



é bem desenvolvida e apresenta penetração intracelular do micélio. São

produzidas entre os mesmos fungos ectomicorrízicos e plantas hospedeiras em

condições específicas (Harley e Smith, 1983; Siqueira e Franco, 1988). Do ponto

de vista ecológico, as ectomicorrizas e as micorrizas arbusculares são

consideradas as mais importantes (Siqueira e Franco, 1988).

As ectomicorrizas formadas por fungos basidiomicetos e ascomicetos

correspondem a apenas 5% das espécies de plantas vasculares, incluindo

espécies florestais e ornamentais. Todas as espécies são das famílias Pinaceae,

Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Tiliaceae e muitos membros Rosaceae,

Leguminosae, Ericaceae, Junglandaceae, outras são ectomicorrízicas (Trappe,

1977). As espécies arbóreas ectomicorrízicas comercialmente importantes

incluem as famílias Betulaceae, Dipterocapaceae, Fagaceae, Myrtaceae e

Pinaceae(Castellano, 1994).

A penetração e colonização das raízes pelos fungos ectomicorrízicos

resultam em modificações na fisiologia, bioquímica e nutrição da planta

hospedeira, aumentando ataxa fotossintética, absorção, translocação e utilização

de nutrientes minerais e água e alterações na morfologia e taxa de crescimento

das raízes (Harley e Smith, 1983; Siqueira e Franco, 1988). Em adição ao papel

nutricional, os fungos podem deter patógenos das raízes, proteger as plantas

contra toxinas radiculares e promover o crescimento das mudas através da

produção de hormônios (Trappe, 1977). A natureza e magnitude destas

alterações depende da relação de compatibilidade entre os componentes do

sistema, o que pode ocorrer pelo grau de especificidade que existe entre alguns

fungos simbiontes e os seus hospedeiros. Algumas plantas hospedeiras parecem

sermais seletivas para seus fungos simbiontes (Duddridge, 1987).

Os fungos simbiontes também apresentam um certo grau de

especificidade, mais em nível de gênero, e poucas associações ectomicorrízicas

específicastêm sido relatadas (Duddridge, 1987).



Com relação à especificidade, os fungos ectomicorrízicos foram

divididos em três categorias: fungos com grande potencial ectomicorrízico,

baixa especificidade e que frutificam naturalmente, como Thelephora terrestris,

Cenococcum gramiforme, Paxilus involutus, Pisolithus iinctorius, Laccaria

laccata e Amanha muscaria; fungos com médio potencial ectomicorrízico, com

certa especificidade, frutificação limitada e dependentes do hospedeiro, como

Suillus lakei x Pseudotsuga menziesii, Rhizopogon vincolor x Pinus sp; e fungos

com baixo potencial ectomicorrízico, formando micorriza apenas com uma

espécie hospedeira, como Suillus spp. e Rhizopogon spp. que são específicos

para coníferas, Alpova diplophloeus para Alnus spp e Hydnangium carneum para

Eucalyptus spp (Molina e Trappe, 1982).

Hoje a seleção cuidadosa do fungo é reconhecida como um passo

importante nos programas de inoculação em viveiros. Fungos ectomicorrízicos

diferentes podem afetar a planta hospedeira de formas distintas. Algumas

diferenças entre os fungos ectomicorrízicos incluem a especificidade do fungo

ao hospedeiro, adaptabilidade ecológica do fungo, capacidade de absorção e

translocação de nutrientes, produção de reguladores de crescimento e interações

com outros organismos do solo. A variação ecotípica dentro de uma espécie

fúngica pode ser tão pronunciada como as diferenças entre as espécies de

plantas, isto implica maiores estudos de variabilidade para uma seleção mais

efetiva de genótipos superiores a determinados hospedeiros.

2.2 Fungos ectomicorrízicos

A evolução do hábito saprofítico para o ectomicorrízico parece ter

ocorrido convergentemente em diferentes ocasiões (Bruns, White e Taylor,

19991; Bruns et ai., 1998). Embora um único registro fóssil esteja disponível,

datado de 50 milhões de anos (eoceno) (Le Page et ai., 1997), dados moleculares



sugerem que os fungos ectomicorrízicos surgiram há 130 milhões de anos

(cretáceo), coincidindo com as primeiras evidências fósseis da família Pinaceae

(Berbee e Taylor, 1993). Sua predominância nessa família seria responsável pelo

sucesso de seus membros em grande variedade de habitats com grande

amplitude climáticae edáfica (Malloch et ai., 1980 citado por Le Page, 1997).

As ectomicorrizas são encontradas predominantemente em plantas

lenhosas e em regiões temperadas, em particular nas famílias Pinaceae (95%),

Fagaceae (94%), Betuliaceae (70%) e Salicaceae (83%). O status

ectomicorrízico predomina, também, em duas outras famílias em diferentes

condições climáticas: Myrtaceae (90%) e Dipterocarpaceae (98%). As

ectomicorrizas têm sido encontradas em menor proporção nas famílias

Leguminosae (16%), Rosaceae (12%), Euphorbiaceae (7%), Scrophulariaceae

(4%), Rubiaceae (3%) e Cyperaceae(3%) (Wilcox, 1990).

A ocorrência dessa simbiose em plantas nativas de florestas tropicais

parece ser rara, como apontam resultados em diferentes países (Redhead, 1982;

Le Tacon, Garbaye e Cair, 1987; Béreau e Garbaye, 1994. Exceção para essa

regra é representada por algumas florestas do Sudeste asiático, onde

predominam as Diptorcapaceae, com grande número de espécies

ectomicorrízicas, e de certas formações vegetais na África, com leguminosas da

sufamília Caesalpinoideae. No Brasil, informações sobre o status micorrízico de

plantas nativas são escassas. Singer e Araújo (1979) observaram a presença de

fungos e de ectomicorrizas em plantas da Amazônia, e Thomazini (1974)

verificou a presença de ectomicorrizas em plantas nativas do Cerrado.

Resultados prelimiares obtidos na Mata Atlântica e na Floresta de Araucária, em

Santa Catarina, sugerem ausência dessa associação em plantas nativas das duas

formações vegetais (Andrade, Oliveira e Queiroz, 1998).

A raiz, quando associada com fungos micorrízicos, é caracterizada pela

presença de três componentes estruturais: o revestimento do manto fúngico



envolvendo a raiz, a formação de um "labirinto" da hifa entre as células

corticais, chamado de rede de Hartig, e o crescimento externo da hifa, formando

conexões essenciais com o solo e com os corpos de frutificação dos fungos,

formando as ectomicorrizas.

Estima-se que 3% das fanerógamas sejam ectomicorrizadas (Meyer,

1973); sua importância global é grandemente estudada devido a sua ocorrência

na superfície terrestre e também devido ao seu potencial econômico em produzir

madeira.

Em contraste à situação que ocorre com as micorrizas arbusculares, um

grande número de espécies de fungos têm sido registrados como fungos

ectomicorrízicos. Molina, Massicote e Trappe (1992) estimam que entre 5000 e

6000 espécies de fungos formam ectomicorrizas ou ectendomicorrizas. A maior

parte destes é do tipo epígeo (aproximadamente 4500) e os demais,

representando um quarto, são hipógeos.

Vários estudos têm advertido quanto à existência de variabilidade

interespecífica entre os fungos ectomicorrízicos na estrutura, função e também

na forma destes fungos. Expressiva variabilidade é encontrada para Pisolithus

tinctorius (Lamhamedi, et ai. 1990; Lamhamedi e Fortin, 1991; Burgess, Dell e

Malajczuk, 1994; Burgess et ai., 1995), Laccaria bicolor (Kropp, McAfee e

Fortin, 1987; Wong et ai., 1989 e Wong, Piche e Fortin, 1990) e Hebeloma

cylindroporum (Debaud, Gay e Bruchet, 1986 e Marmeisse, Debaud e Casselton,

1992).

Em vista do grande sucesso do trabalho pioneiro de Marx et ai. (1989) e

Marx, Maul e Cordell. (1992) na aplicação de fungos ectomicorrízicos em

silvicultura, os estudos sobre ectomicorrizas no Brasil e em outros países

tropicais têm dado grande ênfase à espécie Pisolithus tinctorius, adotando-se o

nome dessa espécie norte-americana [P. tinctorius (Pers.) Coker e Couch = P.

arhizus (Pers.) Rauschert] para as espécies que ocorrem naqueles países (Imana



e Prado Júnior., 1973; Soares et ai., 1989, 1990; Ba e Thoen, 1990; Bougher e

Malajczuk, 1990; Cahn e Grifflths, 1991; Aggangan et ai., 1996; Jughans et ai.,

1998). Entretanto, o Pisolithus americano parece ser específico de coníferas,

enquanto, no Brasil, as frutificações e micorrizas de Pisolithus ocorrem

especificamente em plantações de Eucalyptus spp. Provavelmente, essas sejam

de origem australiana, introduzidas acidentalmente com material vegetal

importado daquele país. Diante deste fato, certas espécies de Pisolithus têm sido

incorretamente denominadas de P. tinctorius (Anderson, Chambers e Cairney

1998), correspondendo às espécies Pisolithus albus (Cooke e Massee) Priest

nom. prov., Pisolithus marmoratus (Berkeley) Priest, now. Prov., Pisolithus

microcarpus (Cooke e Massee) Cunn. (Cunningham, 1942) que, na Austrália

encontram-se, também, associadas especificamente a Eucalyptus spp

(Anderson, Chambers e Cairney, 1998; Bougher e Syme, 1998), ou Pisolithus

aurantioscabrous Watl., descrita em florestas tropicais na Malásia, P. Kisslingi

E. Fisch, na Sumatra, e P. pusillum Pat. (Watling et ai., 1995), ou a espécies

ainda não descritas.

Pisolithus microcarpus tem sido a espécie encontrada nas plantações de

Eucalyptus spp., entre as identificadas até o momento, em Santa Catarina

(Giachini e Oliveira, 1996). Há, assim, uma necessidade urgente de proceder a

correta identificação dessas espécies no Brasil para evitar interpretações

confusas sobre resultados de estudosaqui desenvolvidos

Os fungos ectomicorrízicos são, em sua maioria, basidiomicetos

superiores e possuem duas fases distintas no ciclo de vida. A primeira inicia-se

com a germinação do esporo, formando o micélio primário monocariótico ou

homocariótico. A partir deste momento, inicia-se a segunda fase, caracterizada

pelos eventos morfogenéticos que originam o micélio dicariótico, predominante

na natureza e dotado da capacidade de formar ectomicorrizas em maior



proporção que o micélio monocariótico e produzir corpos de frutificação

(Lamhamedi et ai., 1990).

Na formação da fase dicariótica, o fenômeno essencial é a fusão de dois

micélios monocarióticos compatíveis, seguida pelos eventos morfogenéticos

constituídos pela migração nuclear, formação de grampos de conexão celular,

divisão celular e fusão dos grampos de conexão (Casselton e Economou, 1985).

A fusão entre micélios compatíveis é regulada pela ação de genes que

determinam a compatibilidade sexual que, dependendo da espécie, pode ser do

tipo bipolar - controlada por um único genes com múltiplos alelos - ou tetra

polar- controlada por dois genes, A e B, possuindo, cada um, múltiplos alelos.

Tanto no sistema bipolar quanto no tetrapolar, a compatibilidade requer

que os alelos sejam diferentes; para o tetrapolar, tal requerimento deve

prevalecer nos dois genes.

Os estudos de compatibilidade sexual conduzidos em P. tinctorius,

Hebeloma cylindrosporum, Suillus bovinus, S. granulatus, S. luteus, Laccaria

bicolor, L. laccata e L. próxima mostraram que nestes fungos ectomicorrízicos o

sistema de compatibilidade é do tipo tetrapolar (Fries e Muller, 1984; Gay e

Debaut, 1987; Kope e Fortin, 1990; Fries & Sun, 1992; Rosado, Krop e Piche,

1994; De Ia Bastide, Kropp e Piche., 1995b). O reconhecimento da

compatibilidade sexual nos fungos ectomicorrízicos permite a condução de

estudos de estrutura genética de populações, variabilidade fenotípica e

genotípica inter e intrapopulacional (De Ia Bastide, Kropp e Piche, 1995 a e b),

distribuição espacial e tempo de persistência de genótipos fúngicos na

colonização radicular (De Ia Bastide, Kropp e Piche, 1994).

No Brasil, Barros, Brandi e Reis (1978) relataram a presença de

Pisolithus sp. e Scleroderma sp. em associação com E. grandis, E. robusta, E.

microcorys e em mais dez outras espécies de Eucalyptus. Em São Paulo,

Yokomizo e Krügner (1985) observaram que o Pisolithus sp. foi o fungo



simbionte encontrado com maior freqüência em florestas de E. grandis, E.
saligna e E. vininalis. Em Minas Gerais, Coelho (1993) constatou a ocorrência

de Pisolithus sp., Scleroderma uruguanensis e S. boavista em povoamentos de

E. camaldulensis. No estado do Espírito Santo, Guimarães (1993) constatou em

plantações de E. grandis a ocorrência de Pisolithus sp., Telephora terrestris,

Clavária sp. e Scleroderma sp., sendo que Pisolithus foi o simbionte mais

freqüente. Embora tenham sido observados todos estes gêneros de fungos

formando ectomicorrizas em eucalipto, a maior parte dos estudos tem se voltado

para o gênero Pisolithus. Isto se deve à sua habilidade em colonizar um grande

variedade de hospedeiros (Marx, 1977; Barros, Brandi e Reis, 1978; Coelho,

1993; Burgess, Dell e Malajczuk, 1994; Cairney e Chambers, 1997).

Garbaye (1990), estudando a inoculação controlada de diferentes

essências florestais e diferentes fungos ectomicorrízicos, encontraram aumentos

expressivos de altura que variam de 10% amais de 400%, sendo mais freqüentes

os casos nos quais os ganhos foram da ordem de 20%. Dos 25 casos analisados,

em apenas quatro não foram obtidos ganhos significativos no crescimento de

plantas inoculadas em relação às testemunhas. Segundo o autor, se os dados

fossem extrapolados para o volume da parte aérea, seriam encontrados

aumentos de 40% nesse parâmetro. Além disso, considerando-se que a

estimulação foi obtida em estádio juvenil, aumentos dessa magnitude são de

importância econômica considerável. A predominância dos efeitos positivos e

sua ordem de magnitude confirmam o enorme potencial do controle da

micorrização para os sistemas de produção de mudasno setor florestal.

A alta diversidade morfológica e fisiológica existente entre os fungos

ectomicorrízicos explica as diferenças em efetividade ou eficiência micorrízica

observadas em programas de inoculação (Harley e Smith, 1983). Diferentes

espécies fúngicas ou isolados de uma mesma espécie se comportam de forma

diferente quando em associação com várias espécies hospedeiras, podendo
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apresentar um efeito benéfico variável ou até mesmo deletério sobre o

crescimento e desenvolvimento da planta. Portanto, considerando a grande

diversidade fisiológica e morfológica existente entre os fungos ectomicorrízicos,

é possível esperar variações no comportamento desses fungos durante o

desenvolvimento e estabelecimento da simbiose e na efetividade dessa simbiose

em programas de inoculação. Esta variabilidade pode ser conhecida pela

utilização de marcadores morfológicos e / ou genéticos.

2.2.1 Caracterização morfológica dos fungos ectomicorrízicos

Os fungos basidiomicetos são representados por várias espécies, estas

adaptadas a diferentes nichos ecológicos, saprófitas, patógenos e simbiontes.

As populações biológicas dos basidiomicetos são estabelecidas em um

dado ecossistema, a partir de diferentes mecanismos, e estes diretamente

influenciam e mantêm a integridade genética do micélio. Estas populações são

inicialmente estabelecidas pela dispersão dos basidiosporos ou pelo inóculo

vegetativo. Crescimento micelial, recursos disponíveis e interações individuais

ajudam a compreender e caracterizar o comportamento destas populações de

fungos (Carlile, 1987; Rayner, 1991).

Os basidiomicetos ectomicorrízicos são importantes elementos na

comunidade de uma floresta (Fogel, 1981; Villeneuve, Grandtner e Fortin, 1989;

Vogt, Publicover e Vogt, 1991) e sua principal característica é a simbiose

fungo/raiz, o que incentiva novos estudos de ecologia e genética de várias

populações. Portanto, informações preliminares como estrutura da população,

variabilidade genética e estratégias de adaptação e reprodução devem ser

estudadas, pois possibilitam compreender ainda mais a especificidade do

simbionte.
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Os fungos ectomicorrízicos formam uma associação mutualística

simbiótica com raízes de uma ampla taxa de espécies de plantas lenhosas

(Kendrich e Berch, 1985; Molina, Massicote e Trappe., 1992). Estes fungos têm

demonstrado possuir uma alta variabilidade intraespecífica para diversas

características, dentre elas: características morfológicas (Debaud et ai., 1988;

Wong e Fortin, 1990; Wong et ai., 1989), fisiológicas (Gay et ai., 1993; Ho,

1989; Kropp, 1990; Samson e Fortin, 1986), genéticas (Gardes et ai., 1990;

Gardes et ai., 1991a; Gardes et ai., 1991b; Henrion, Le Tacon e Martin, 1992,

1992; Jacobson, Miller e Tunner, 1993; Martin et ai., 1991; Sen, 1990; Zhu et

ai., 1988), influência em colonizar a planta hospedeira e desenvolvimento

micorrízico (Kropp, 1990; Kropp e Fortin, 1988; Lamhamedi et ai., 1990; Le

Tacon et ai., 1992; Marx, 1991). Tal informação, tem sido documentada para

diferentes gêneros de fungos ectomicorrízicos Laccaria, Suillus, Hebeloma e

Pisolithus.

A variabilidade encontrada entre progênies monocarióticas de um único

basidiosporo e seu dicariótico sintetizado, tem sido descrita para algumas

espécies (Gay, 1993; Kropp, 1990; Kropp e Langlois, 1990; Rosado, Kropp e

Piche, 1994), sugerindo seu potencial de adaptabilidade para ambientes

heterogêneos.

Estudos de melhoramento genético de fungos ectomicorrízicos têm

explorado esta variabilidade como meta para a produção de isolados superiores,

principalmente para sítios de reflorestamento (Kropp e Langlois, 1990; Marx,

1991; Perry, Molina e Amaranthus, 1987).

Nada se sabe sobre os genes específicos que regulam a simbiose

micorrízica, todavia é possível usar a diversidade existente entre os diferentes

hospedeiros e genótipos fúngicos para obter pistas relevantes sobre a regulação

genética da simbiose (Kropp e Anderson, 1994).
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Diferentes características morfológicas vêm sendo utilizadas nos estudos

de variabilidade dos fungos ectomicorrízicos. Considerável variação

morfológica e fisiológica tem sido observada entre isolados de Pisolithus

tinctorius; taxa de crescimento (Ho, 1987; Burgess et ai., 1995; Tibbet, Sanders

e Cairney, 1998), cor da colônia (Molina, 1979; Burgess et ai., 1995), atividade

enzimática e produção de fitohormônio (Ho, 1987), nutrição de carbono (Cao e

Crawford, 1993) e temperatura ótima para crescimento em condição axênica

(Cline, France e Reid, 1987). Esta variabilidade morfológica e fisiológica sugere

que Pisolithus spp. é mais diverso taxonomicamente do que o reconhecido

atualmente.

Marcadores morfológicos, apesar de serem úteis em estudos de

laboratório, são raros e pouco observados em populações naturais de fungos,

envolvendo um número limitado de alelos, possuindo efeitos fenotípicos

freqüentes.

Burgess et ai. (1995), estudando 100 isolados de Pisolithus,

encontraram variação com relação às características das colônias, morfologia

dos basidiosporos e forma do basidiocarpo. Com base nas suas características

fenotípicas, sete grupos foram encontrados, com similaridade de 50%. Variações

marcantes foram detectadas quanto ao diâmetro, presença de espinhos e forma

dos basidiosporos. Os basidiocarpos variaram quanto à forma e tamanho. Os

autores observaram que estas variações estão diretamente relacionadas com a

espécie hospedeira e a origem geográfica dos mesmos.

2.2.1 Caracterização protéica de fungos micorrízicos

Além das modificações ultra-estruturais, bioquímicas e fisiológicas que

se verificam durante a formação de micorrizas, existem modificações na

expressão gênica dos dois parceiros. A ocorrência de um fenótipo protéico
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próprio dos tecidos simbióticos foi pesquisada nos componentes em

polipeptídeos de raízes não micorrizadas, micorrizadas e de micélio de

Pisolithus tinctorius, por eletroforese, possibilitando detectar a existência de

polipeptídeos pré-existente em células radiculares ou fúngicas (Hilbert e Martin

1988; Hilbert, Costa e Martin, 1991; Carvalho, 1994).

A expressão do genoma microbiano resulta na síntese de cerca de 2.000

proteínas moleculares que constituem a célula microbiana. Estas moléculas

formam um fonte de informação para a caracterização de microrganismos.

Muitas técnicas têm sido desenvolvidas para a separação e caracterização destas

proteínas, e uma delas é a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (De

Bruijnetal., 1998).

Vários estudos mostram o potencial da eletroforese de proteína e

isoenzimas na caracterização de diferentes isolados fungos ectomicorrízicos,

Pisolithus (Burgess et ai., 1995), Suillus (Zhu et ai., 1988; Sen, 1990; Keller,

1992; Karkouri, Cleyet-Marel e Mousain, 1996). Outros estudos, também

utilizando a eletroforese, foram realizados em fungos patogênicos, insetos e

ácaros (Joslyn e Boucias, 1981; Boucias, McGoy e Joslyn, 1982; Maghrabi e

Kish. 1987a e 1987b; Riba et ai., 1986; Propawski et ai, 1988; Cochrane et ai.,

1989), e bactéria fixadoras (Moreira et ai, 1993; Dupuy et ai., 1994; Pereira,

2000).

A eletroforese é uma técnica relativamente simples, rápida e de alto

valor informativo, que consiste na separação de macromoléculas ionizadas de

acordo com suas cargas elétricas, formas e pesos moleculares, através da

migração em um meio suporte e tampões adequados sob a influência de um

campo elétrico. Moléculas com carga negativa migram para polo positivo e

moléculas com carga positiva migram para polo negativo (Weistermeier et ai.,

1993: Alfenas, 1998).
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Diferentes meios suportes foram utilizados visando a caracterização de

proteínas, através da mobilidade eletroforética; dentre os meios, destaca-se a

eletroforese em gel de Poliacrilamida - PAGE, introduzida em 1950 (Anti,

1991) pela sua praticidade e por propiciar alta resolução.

Segundo Carraro (1990), a técnica SDS-PAGE, na qual o dodecil sulfato

de sódio (SDS), um detergente aniônico, se liga às regiões hidrofóbicas de

proteínas para separar a maioria em suas unidades componentes, faz com que as

proteínas percam seu efeito de carga específica, separando-se devido às suas

diferenças de pesos moleculares. A SDS-PAGE está entre as técnicas que

permitem a melhor resolução de bandas, tornando possível a avaliação em nível

qualitativo (ausência/presença) e quantitativo (diferença de concentração dos

polipeptídeos existentes em uma amostra).

Após a separação física no gel, as proteínas são detectadas através de

procedimentos de coloração apropriados, formando padrões de bandas. Proteínas

com massas diferindo em cerca de 2% (diferença de cerca de 10 aminoácidos)

podem geralmente ser distinguidas(Westermeier et ai., 1993).

Segundo Alfenas et ai. (1991), a resolução em géis de poliacrilamida foi

melhorada com a introdução, na década de sessenta, do sistema descontínuo, em

que dois sistemas de géis, gel separador e gel concentrador, e de solução tampão

dos géis (Tris-HCl) diferente daqueles dos eletrodos (Tris-glicina) são utilizados.

Enquanto no gel concentrador as moléculas de proteína concentram-se numa

banda estreita e compacta, no gel separador elas se separam de acordo com os

respectivos tamanhos moleculares (peneiramento molecular).

Comparando-se com outras técnicas, a eletroforese em gel de

poliacrilamida requer somente pequena quantidade de amostra, permite a análise

simultânea de diversas amostras e confere rápida separação com alta resolução

(Boultier, Thurman e Derbyshere, 1976). Eletroforese tem tido grande aplicação

no estudo de proteínas com respeito à regulação genética e bioquímica,
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propriedades físico-químicas, ontogenia, especificidade e papel fisiológico,

caracterização e diversidade, entre outras.

Uma grande vantagemdesta técnica é a reprodutividade de resultados, o

que é conseguido desdequenão hajamudanças na metodologia eletroforética, os

extratos sejam preparados de um modo comum, a partir de órgãos comparáveis

em um mesmo estádio de desenvolvimento, e que sejam submetidos à

eletroforesede uma maneira idêntica (Vernetti, 1983).

2.2.2 Caracterização isoenzimática de fungos ectomicorrízicos

Enzimas que são codificadas por alelos diferentes ou locos gênicos

distintos freqüentemente possuem mobilidades eletroforéticas diferentes. Tais

diferenças são atribuídas a variações na composição de aminoácidos da

molécula, o que, porsuavez, depende da seqüência de nucleotídeos do DNA.

A análise de eletroforética de isoenzimas tem sido usada de forma

intensa noestudos de genética de plantas (Tanksley e Orton, 1983), tem sido de

grande valor na taxonomia e na genética de populações de fungos (Micales,

Bonde e Peterson, 1986) e também tem sido usada em estudos de fungos
micorrízicos.

A análise de isoenzimas é uma técnica de alto valor informativo,

aplicada em vários ramos da fitopatologia e micologia (Alfenas, 1998).

Incompatibilidade somática, análise de isoenzimas e outros marcadores

moleculares, têm sido usados para estudar a variação genética e analisar a

estrutura de populações naturais de saprófitas (Thompson e Rayner, 1982;

Holmer e Stelind, 1991), patógenos (Stelind, 1985) e fungos simbióticos (Sen,

1990; Gardes et ai., 1990; Keller, 1992; Jacobson, Miller e Turner, 1993;

Karkouri, Cleyet-Marel e Mousain, 1996; Timonem e Sen, 1998). A análise de
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isoenzimas tem sido empregada para resolver controvérsias taxonômicas,

identificar taxa desconhecidos, reconhecer e patentear linhagens fúngicas,

estimar a variabilidade genética em populações, determinar a segregação alélica

em progênies, traçar a origem de patógenos e caracterizar e identificar a

condição nuclear e o nível de ploidia do organismo durante o ciclo vital (Burdon

et ai., 1988).

Isoenzimas podem ser usadas como marcadores para estimar a

variabilidade em populações e espécies de fungos. São marcadores mais neutros

que a virulência, desde que não sofram pressões seletivas fortes destes

hospedeiros. Como marcadores genéticos, as isoenzimas são úteis para estudar a

estrutura de populações, acompanhar o progresso de epidemias, traçar a origem

de novos variantes patogênicos, analisar cruzamentos (Newton, 1987), e

estabelecer relações entre o ciclo de vida e a condição nuclear do organismo

(Silveira, 1996).

O nível de polimorfismo detectado por análise de isoenzimas varia

amplamente entre espécies e populações fúngicas. Um fator fundamental a ser

considerado na estimação de variabilidade genética é o número de indivíduos e

de locos examinados. As melhores estimativas de polimorfismo são obtidas

quando grande número de isolados e de enzimas é utilizado. Os resultados

podem variar muito entre experimentos, se tamanho de amostras e de enzimas

são empregados (Otrosina e Cobb Júnior, 1987; Zambino e Harrington, 1989).

O padrãode isoenzimas tem sido usado como marcadores genéticos para

avaliar cruzamentos e identificar híbridos oriundos do campo e de laboratório.

Burdon, Marshall e Luig. (1981) empregaram a análise de isoenzimas para

determinar que uma raça de P graminis f. sp. Tritici, comum na Austrália, era

híbrido somático originário de outras raças. A análise de isoenzimas tem sido

usada para estudar progênies de cruzamentos controlados em laboratório (May e

Royse, 1982; Shattok, Tooley e Fry, 1986; Royse & May, 1987; Royse et ai,
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Material biológico de Pisolithus spp. utilizados no estudo

Este estudo foi realizado no Laboratório de Melhoramento Florestal do

Departamento de Ciências Florestais, na Universidade Federal de Lavras (MG).

Foram utilizadas culturas de diferentes isolados do fungo ectomicorrízico

Pisolithus spp., sendo estas originárias de cruzamento com várias combinações

de isolados monocarióticos [procedentes de Lavras - MG (MA1, MB2 e MB3),

obtidos de acordo com Carvalho et ai. (1997)], com isolados dicarióticos de

diferentes procedências (USA - 270 ; BRASIL - MA 1 x MB3, MB2 x MB3,11,

441 e Canadá - H6), conforme tabela 3. Os cruzamentos com combinações

diferentes foram realizados em placa de Petri contendo meio MMN modificado

(Del Ia Bastide et ai., 1995 a e b), com o intuito de detectar algumas interações

vegetativas entre micélios de Pisolithus spp. (Figura 1).

3.2 Determinação do crescimento micelial

Dois discos de aproximadamente 9 mm de diâmetro, contendo micélio

fúngico de cada isolado de Pisolithus spp, foram retirados das bordas de

colônias já formadas. Estes foram transferidos assepticamente para placas de

Petri contendo meio MMN solidificado (Tabela 4) e em seguida incubados em

câmara de crescimento a 25°C, na ausência de luminosidade, durante 28 dias.
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diferentes, mostraram uma maior diferença de mobilidade para fosfatase ácida

entre os isolados do que entre as espécies de plantas hospedeiras. Uma análise

similar de Laccaria laccata possibilitou a divisão de isolados em três grupos de

hospedeiros estudados (Ho, 1987).

Métodos bioquímicos e moleculares, análise eletroforética de isoenzimas

e técnicas baseadas em DNA têm sido aplicadas para estudar espécies de Tuber

com o intuito de fazer identificação e também superar problemas ocasionados

pela identificação baseada apenas em características morfológicas. A análise

eletroforética de isoenzimas oriundas de frutificação de Tuber demostra ser

segura na caracterização de algumas taxas, isto pode ser também considerado

para outras espécies de fungos ectomicorrízicos (Pacioni e Pomponi, 1989,

1991; Bullini et ai., 1994).

2.3 Caracterização genética de fungos micorrízicos

Os estudos de ecologia sob condições naturais são mais difíceis, embora

vários estudos in vitro tenham sido realizados com relação à fisiologia de fungos

ectomicorrízicos (Smith, 1982; Hung e Trappe, 1983; Hilger, Thomas e Krause,

1986; Taber e Taber, 1987; Cline, France e Reid, 1987; Hutchison, 1990). A

maioria das informações relacionadas com a comunidade fúngica baseia-se nos

registros de desenvolvimento dos esporocarpos (Marmeisse, Debaud e

Casselton. 1992). A identificação do fungo ectomicorrízico não é feita somente

com base na morfologia da micorriza ou das hifas extra-matriciais (Harley e

Smith, 1983). A identificação correta da espécie torna-se mais complexa em

situação de laboratório, pois esses fungos não produzem corpos de frutificação

em condição in vitro (Martin, Tommerrup e Tagu, 1994).

A identidade do fungo no estádio de micélio vegetativo permite a análise

da estabilidade genética e da dispersão dos genótipos individuais no ambiente.
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Também fornece informações sobre as modificações espaciais e temporais na

comunidade simbiótica. Essas informações são particularmente importantes nas

florestas em que, a partir dos dados observados, pode ser feito o melhor uso da

espécie ou isolado que favoreça o crescimento e a sobrevivência de árvores em

solos pobres (Marmeisse, Debaud e Casselton, 1992).

As variações nas características dos isolados de uma espécie de fungo

micorrízico podem ser tão pronunciadas como as observadas entre duas espécies
distintas (Trappe, 1977).

A diversidade ecológica e fisiológica apresentada pelos fungos

ectomicorrízicos pode ser explicada em termos genéticos (Esser e Meinhardt,

1986). O estudo genético de qualquer microrganismo requer a presença na célula

de caracteres ou marcadores definidos, facilmente detectáveis (Michelmore e

Hulbert, 1987). A existência de diversidade e variabilidade genética em fungo

ectomicorrízicos propicia a base para melhorar e selecionar isolados com

características desejadas (Tommerup, 1992). Marcadores moleculares têm sido

utilizados como ferramentas de auxílio na caracterização e nos estudos de

fisiologia e de ecologia de fungos (Michelmore e Hulbert, 1987; Dela Bastide,

Kropp e Piche, 1994, 1995 a e b; Battista et ai., 1996; Junghans et ai., 1998;

Anderson, Chambers e Cairney, 1998; Martin, Hogberg e Nylund, 1998; Gomes

et ai., 1999). Entre os vários marcadores utilizados, o que se baseia na técnica

de PCR (Saik et ai., 1985 e 1988) utiliza oligonucleotídeos com seqüência de

nucleotídeos única ou arbitrária de pequeno tamanho, nove ou dez nucleotídeos

(Willians et ai., 1990). Essas características fazem com que ocorra o pareamento

desses oligonucleotídeos em diferentes regiões do genoma, gerando fragmentos

de DNA amplificados de diferentes tamanhos.

Segundo Junghans et ai. (1998), os marcadores RAPD podem ser

utilizados na identificação da diversidade genética em populações nativas de

fungos ectomicorrízicos e naqueles mantidos em coleções sobre condições in
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vitro, permitindo seleção de genótipos que favoreçam a manutenção de ampla

base genética, quando da utilização de programas de micorrização controlada.

Outra possibilidade de utilização está na obtenção de marcadores RAPD

relacionados com características fisiológicas de interesse, como a identificação

de genes que codificam para enzimas envolvidas na assimilação de fósforo ou

com genes que codificam proteínasenvolvidas no processo de estabelecimento.
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Foram utilizadas culturas de diferentes isolados do fungo ectomicorrízico

Pisolithus spp., sendo estas originárias de cruzamento com várias combinações

de isolados monocarióticos [procedentes de Lavras - MG (MA1, MB2 e MB3),
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441 e Canadá - H6), conforme tabela 3. Os cruzamentos com combinações
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(Del Ia Bastide et ai., 1995 a e b), com o intuito de detectar algumas interações

vegetativas entre micéliosde Pisolithus spp. (Figura 1).

3.2 Determinação do crescimento micelial

Dois discos de aproximadamente 9 mm de diâmetro, contendo micélio

fúngico de cada isolado de Pisolithus spp, foram retirados das bordas de

colônias já formadas. Estes foram transferidos assepticamente para placas de

Petri contendo meio MMN solidificado (Tabela 4) e em seguida incubados em

câmara de crescimento a 25°C, na ausência de luminosidade, durante 28 dias.
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TABELA 3 - Isolados de Pisolithus spp., origem e compatibilidade sexual de
cruzamentos em cultura pura em meio MMN (Marx, 1969),
utilizados neste estudo.

Isolados Origem Hospedeiro Maling types (ploidia)

PI MAl Brasil Eucalyptus A3B3(n)

P2 MB2 Brasil Eucalyptus A2B2(n)

P3 MB3 Brasil Eucalyptus AlBl(n)

P4 270 USA Pinus ?(n + n)

P5 H6 Canadá Eucalyptus ?(n + n)

P6 MAl x270(S3+) - Eucalyptus e Pinus A3B3 + ?(n + n)

P7 MAl x(MB2xMB3)(S4+) Brasil Eucalyptus A3B3 + (A2B2+AIBI)

P8 MAl x(MAlxMB3)(S3+) Brasil Eucalyptus A3B3 + (A3B3+A1BI)

P9 MB2x(MB2xMB3)(S4-) Brasil Eucalyptus A2B2 + (A2B2+A1B1)

PIO MB2 x H6(S4+)
- Eucalyptus A2B2 + ?(n + n)

Pll MB3 x H6(S4-) - Eucalyptus A1B1 +?(n + n)

P12 MB2 x 270(S4+)
- Eucalyptus e Pinus A2B2 + ? (n + n)

PI3 MB3 x 270(S4+) - Eucalyptus e Pinus A1B1 +?(n + n)

PI4 MAl x270(ZI) -
Eucalyptus e Pinus A3B3 + ?(n + n)

P15 MB2x(MB2.\MB3)(ZI) Brasil Eucalyptus A2B2 + (A2B2+A1BI)

P16 MB2xH6(ZI) - Eucalyptus A2B2 + ? (n + n)

PI7 MB3 x H6(ZI) - Eucalyptus AIBI +?(n + n)

P18 MB2 x 270(Z1) - Eucalyptus e Pinus A2B2 +?(n + n)

PI9 MB3 x 270(Z1) - Eucalyptus e Pinus A1B1 +?(n + n)

P20 MB2 x MB3 (Zl) Brasil Eucalyptus A2B2 + A1BI

P21 MAl xMB3(ZI) Brasil Eucalyptus A3B3 + AIB1

P22 MAl xMB2(ZI) Brasil Eucalyptus A3B3 + A2B2

P23 MAl xH6(ZI) - Eucalyptus A3B3 + ?(n + n)

P24 MAl x441(Zl) - Eucalyptus A3B3 + ?(n + n)

P25 MAl xll(ZI) Brasil Eucalyptus A3B3 + ? (n + n)

P26 MB2 x 441(7.1) - Eucalyptus A2B2 +?(n + n)

.. continua...
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"TABELAI . Cont."

P27 MB2xM(ZI) Brasil Eucalyptus A2B2 +?(n + n)
P28 MB3x441(ZI)

- Eucalyptus AIBI +?(n + n)

P29 MB3.\I1(Z1) Brasil Eucalyptus AIB1 +?(n + n)

P30 H6x44l(ZI)
- Eucalyptus ?(n + n) + ?(n + n)

P31 H6xII(ZI)
- Eucalyptus ? (n + n) + ? (n + n)

P32 441 x I1(Z1)
- Eucalyptus ?(n + n) + ?(n + n)

P33 270xH6(ZI)
- Eucalyptus e Pinus ?(n + n) + ?(n + n)

P34 270.\44I(ZI)
- Eucalyptus e Pinus ?(n + n) + ?(n + n)

P35 270x II (ZI)
- Eucalyptus e Pinus ?(n + n) + ?(n + n)

P36 11 Brasil Eucalyptus ?(n + n)

P37 441 Brasil Eucalyptus ? (n + n)

(n) - isolado monocariótico; (n + n) - isolado dicariótico e ? mating type
desconhecido

Durante 4 semanas foram feitas medições de diâmetro para avaliar o

crescimento micelial de cada isolado. A cada 7 dias foi realizada uma medição,

utilizando 4 repetições para cada isolado. Os dados obtidos foram submetidos a

análise estatística pelo programa GENES (Cruz, 1997). Inicialmente realizaram

as análises de variância para o crescimento, utilizando o delineamento

inteiramente casualizado. Em decorrência de significância entre os isolados,

procedeu-se o estudo de comparação de médias pelo teste de Tukey a 5% de

significância.

Nas quatro avaliações (7, 14, 21 e 28 dias de cultivo) foram estimados

os parâmetros genéticos, variação fenotípica, variação ambiental, variação

genotípica e herdabilidade.
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FIGURA I - Representação esquemática de cruzamentos em cultura pura em
meio MMN. Áreas próximas do desenvolvimento de hifas
dicarióticas e pontos amostrais são indicadas.
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TABELA 4 - Composição do meio de cultura Melin-Norkrans (Marx, 1969)
modificado.

Componentes Quantidade/Litro

Solução estoque A [20X] 25 ml

CaCI2.2H20 1.32 g

NaCl 0.5 g

KH2P04 10g

Solução estoque B [20X] 25 ml

(NH4)2HP04 5g

Solução estoque C [20X] 25 ml

MgS04.7H20 3g

Extrato de Malte 3g

Glicose 10g

Ágar I0g

Citrato Férrico(1% para 1 litro) 3 ml

Tiamina (filtrada separadamente) 0.2 ml

* pH ajustado a 5.5 antesde autoclavado (20 minutos à 120°C).

3.3 Características morfológicas

Para a caracterização morfológica dos isolados foram avaliadas 11

características listadas na Tabela 5, e para cada característica utilizaram-se 10

respetições.

As avaliações possibilitaram construir uma tabela descritiva de todas as

características morfológicas para os isolados estudados, e a partir desta foi feito

o estudo de similaridade entre os isolados, usando o agrupamento pelo método

UPGMA (unweigheted pair-group method, arithmetic average, Rohlf, 1992),

utilizando programa STATISTICA 5.0(Slice, Kim e Walker, 1994).
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TABELA 5 - Características utilizadas na análise morfológica de Pisolithus spp.
conforme Burgess et ai. (1995).

Características avaliadas Taxas comparativas
Textura Ausente; aveludada; flutuante; floculenta; áspera
Formação de cordão Ausente ou presente
Cor do ágar Colorido ou não colorido
Formação de halo Ausente ou presente
Forma da colônia inferior Submersa, aérea ou grudada
Forma da colônia superior Submersa, aérea ou grudada
Margem da colônia Regular ou irregular
Cor da colônia Creme, amarelo, amarelo escuro, ocre ou marrom
Peso (mg/dia) Baixo (< 3), médio (3 - 6) e alto (> 6)
Crescimento (mm/dia) Baixo (< 1.5) e alto (> 1.5)
Densidade (mg/mm) Baixo (<3.0), médio (3 - 6)e alto (>6.0)

3.4 Isolamento e caracterização fenotípica dos isolados

Aos 28 dias de cultivo em meio MMN (Marx, 1969), o micélio de cada

isolado foi coletado e pesado. A extração de proteína foi feita com 0,1 g de

micélio, com a ajuda nitrogênio líquido e hastes plásticas diretamente em

eppendorf®. Após a obtenção do macerado, foram adicionados 500 u,L de

tampão de extração (Tabela 6). As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm

por 20 minutos a 4°C. Destas amostras, 200 u.L foram precipitados em 800 u,L

de acetona 80% (v/v). Em seguida, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 20

minutos a 4°C e lavadas com acetona 80% (v/v). Finalmente, as amostras foram

centrifugadas, o sobrenadante descartado e o "pellet" colocado para secar em

dessecador por 12 horas.

Depois de seco, o pellet foi ressuspenso com 100 uJL de tampão

Laemmli (Tabela 7). A desnaturação foi feita a 60°C por uma hora e, a seguir, as

amostras foram armazenadas a - 20°C, até o momento da quantificação.

/
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TABELA 6 - Tampãode extração de proteínas de fungos (Burgesset ai., 1995).

Componentes Quantidade
Tris HC1 pH7.5 50 Mm

PMSF 1 Mm

P - Mercaptoetanol 3mM

Ácido Ascórbico lmM

EDTA 1 mM

Tritonx 100 0.1%

PVP-solúvel (MW 22500) 10%

TABELA 7 - Tampãode solubilização de proteínas (Laemmli, 1970).

Componentes Quantidade
Tris HC1 0.5M pH 6.8 1.0 mL

Glicerol 0.8 mL

SDS-10% 4.0 mL

p - Mercaptoetanol 0.4 mL

Azul de bromofenol 0.2 mL

Água destilada 2.8 mL

Total 8mL

3.5 Quantificação de proteína de isoladosde Pisolithus spp.

A dosagem foi realizada utilizando duas repetições de cada isolado. O

método utilizado para dosagem foi o de Bradford (1976), que foi adaptado de

modo a dosar diretamente as proteínas do tampão de solubilização utilizado pela

eletroforese. Este método apresenta a vantagem de ser sensível a fracas

quantidades de proteínas.

Na dosagem, utilizaram-se 2 uL da amostra, 1598 u.L de água

bidestilada e 400 \xL do reativo de Bradford (kit da Bio Rad).
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A curva padrão foi realizada com os seguintes pontos:

Pontos 0 0.5 1 2 4 6 8 10

BSA(l:IO)-(uL) -
80 160 320 640 960 1280 1600

H20 bidestilada (|iL) 1600 1480 1440 1280 960 640 320 -

Bio Rad (Corante) (uL) 400 400 400 400 400 400 400 400

Total (uL) 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000

Os dados obtidos foram submetidos a análise estatística pelo programa

GENES (Cruz, 1997). Realizaram-se as análises de variância para as dosagens

encontradas, utilizando o delineamento inteiramente casualizado. Em

decorrência de significância entre os isolados, procedeu-se o estudo de

comparação de médias pelo teste de Tukey a 5% de significância.

3.6 Eletroforese de proteínas

Os géis foram confeccionados em cubas de eletroforese (Pharmacia-

Hoeefer SE-600). O gel de separação foi a 12,5%, contendo 12,5 mL de solução

estoque de acrilamida (30%); 7,5 mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8.3; 0,3 mL de SDS

10%; 9,6 mL de H20 destilada; 150 jíL de persulfato de amônio (10% p/v) e

10 joL de TEMED. O gel de concentração foi a 5%, contendo 0,67 mL de

solução estoque de acrilamida(30%); 1,25 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 50 jaL

de SDS 10%; 3 mL de H20 destilada; 25 \iL de persulfato de amônio (10% p/v)

e 2,5 p.L de TEMED. O sistema tampão gel/eletrodo utilizado foi Tris glicina e

SDS. A quantidade aplicada de cada amostra variou de acordo com o cálculo de

regressão da curva de BSA padrão, que possibilitou calcular a concentração de

proteína presente em cada amostra. Utilizaram-se 4 repetições para cada

amostra. A corrida foi desenvolvida a 10 mA para cada gel, num período de 5

horas e trinta minutos.
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Após a migração, os géis foram corados em solução de Nitrato de Prata

(Tabela 8).

TABELA 8 - Coloração dos géis de proteína em solução de Nitrato de Prata,
segundo Blum, Beier e Gross (1987).

Fixação

Lavagens

Etanol

Ácido acético

Formaldeido

Etanol

50% (v/v)

12% (v/v)

37%(p/v)-0.5mL/L

50% (v/v)

Prc-tratamento Tiosulfato de Sódio 0.2g/L

Lavagens H:0 ultra pura

Incubaçào Nitrato de Prata 0.2 g/L

Lavagens H20 ultra pura

Revelação Carbonato de sódio 60 g/L

Formaldeido 37%(p/v) - 0.5 mL/L

Tiosulfato de sódio 4 mg/L

Lavagens

Lavagens

Fixação

H20 ultra pura

Etanol

Ácido acético

Etanol

50%

12%

50%

I Hora

3 de 20 minutos

1 minuto

3 de 20 Segundos

20 minutos

2 de 20 Segundos

até o aparecimento das

bandas

2 de 20 Segundos

10 minutos

Na avaliação dos géis, cada banda foi considerada como um único

caráter, e isto possibilitou a construçãode uma matriz de zero a um. Para estimar

a similaridade entre os isolados, utilizou-se o programa NTSYS 1.8 (Slice, Kim

eWalker, 1994).

As estimativas de similaridade genética foram designadas por (sgij)

entre cada par de população, e o coeficiente de similaridade de Jaccard, através

da expressão sgij = a / a + b + c. As variáveis da expressão foram obtidas

conforme demostrado no seguinte esquema:
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População i
1 0

População j 1 A b

(1.1) (0.1)
0 C d

(1.0) (0.0)

As similaridades foram transformadas para medidas de distâncias

genéticas pela seguinte expressão: dgij = 1- sgij. A partir da similaridade obtida

por Jaccard, construiu-se a matriz de dissimilaridade, subtraindo-se a distância

genética de 1.

A representação simplificada das distâncias genéticas foi feita por

dendrogramas obtidos pelo método hierárquico aglomerativo da média

aritmética entre pares não ponderados (Rohlf, 1992); para estes dados foi

utilizado o programa STATISTICA 5.0 (Slice, Kim e Walker, 1994). Estas

distâncias genéticas possibilitaram agrupar os isolados de Pisolithus spp. com

padrões protéicos semelhantes.

3.7 Caracterização isoenzimática

Aos 28 dias de cultivo em meio MMN (Marx, 1969), o micélio de cada

isolado foi coletado, pesado e armazenado em nitrogênio líquido por alguns

minutos. Para cada 100 mg de micélio fresco, adicionaram-se 200 u.L de

solução extratora (Tabela 9). Durante a maceração, pequenas quantidades de

polivinilpolipirrolidona (PVPP) foram adicionadas para remover compostos

fenólicos e aumentar a estabilidade das enzimas. O macerado foi obtido através

da maceração manual em almofariz de porcelana previamente resfriado e

mantido sobre placa de gelo. Após a maceração, centrifugaram-se as amostras a

13.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, procedeu-se a migração das

enzimas.
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TABELA 9 - Solução de extração de enzimas para micélio fúngico, segundo
Alfenas et ai. (1998).

Componentes Quantidade

Tris - HCI pH 8,0 (0.2M) 2!42g
PVP-40 2.56 g

EDTA (I mM) 0.038 g

Polietilenoglicol (0.4%) 0,4 g

Água deionizada ]00mL

Total lOOmL

3.8 Eletroforese de isoenzimas

Os géis foram confeccionados em cubas de eletroforese (Pharmacia-

Hoeefer SE-600). O gel de separação foi a 12,5%, contendo 19 mL de solução

estoque de acrilamida (30%); 11,5 mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8.9; 15 mL de

H20 destilada; 150 uL de persulfato de amônio (10% p/v) e 10 jíL de TEMED.

O gel de concentração foi a 4%, contendo 2,68 mL de solução estoque de

acrilamida (30%); 5 mL de Tris-HCI 0.5 M pH 6,8; 12 mL de H20 destilada; 80

jíL de persulfato de amônio (10% p/v) e 20 uL de TEMED. O sistema tampão

gel/eletrodo utilizado foi Tris glicina. Para cada amostra foi aplicada uma

alíquota de 30 U.L em cada canaleta do gel concentrador e utilizaram-se 4

repetições para cada amostra. A migração foi desenvolvida a 10 mA e a 4°C

para cada gel, totalizando 5 horas e trinta minutos

As atividades enzimáticas dos sistemas fosfatase ácida (ACP - EC

3.1.3.2) e p - esterase (EST - EC 3.1.1.1), foram reveladas de acordo com a

metodologia descrita por Alfenas et ai., 1998. As Tabelas 10 e 11 mostram as

soluções usadas para a obtenção das atividades específicas das enzimas ACP e
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EST em gel de poliacrilamida. Durante a revelação da atividade, os géis foram

incubados a 37°C até o aparecimento das bandas. Após a detecção das bandas,

os géis foram fixados em glicerol 10% e colocados em solução secante [metanol

(65%) e glicerol (0.5%)]; a secagem foi feita pelo "método do bastidor", descrito

por Alfenas et ai. (1991).

TABELA 10 - Solução utilizada na identificação específica da enzima fosfatase
ácida (ACP), segundo (Alfenas, 1998).

Componentes Quantidade

Tampão acetato 50 mM. pi 15.5 50 mL

fj-naftilfosfato ácido de sódio 1% em acetona 50% 1,5 mL

MgCU 1M 0,5 mL

Fast Black K sal 50 mg

Total 52 mL

TABELA 11 - Solução utilizada na identificação específica da enzima esterase
(EST) (Alfenas, 1998).

Soluções Quantidade

Tampão tris 0,5M, pH 7.1 5 mL

P-naftilacetato 1%em acetona 50% 1.5 mL

Fast Blue RR sal 50 mg

Água destilada 50mL

Total 52 mL

As avaliações dos géis foram feitas de forma idêntica às avaliações dos

géis de proteína, como descrito no item 3.6.2.
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3.9 Marcador Molecular-RAPD

Para a extração de DNA empregaram-se culturas com 28 dias de cultivo

em meio MMN (Marx, 1969) de 5 isolados (PI, P2, P3, P4 e P37), escolhidos

de acordo com sua colonização ao hospedeiro. O DNA foi extraído de acordo

com a técnica descrita Schãfer e Wõstemeyer (1992) e modificado por Junghans

et ai. (1998).

O micélio de cada isolado foi coletado e pesado e a extração de DNA

foi feita com 0,1 g de micélio, com nitrogênio líquido e hastes plásticas

diretamente em eppendorf®. Para cada amostra foram adicionados 600uL do

tampão de extração (Tris 100 mM pH 8,0; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM pH 8.0,

CTAB 2%, (3-mercaptoetanol 2%). Oseppendorf®'s foram mantidos a 65°C por

60 minutos em banho-maria, sendo agitados a cada 10 minutos. Ao término da

incubação, foi feita uma centrifugação a 13.000 rpm por 5 minutos. O

sobrenadante foi transferido para novo eppendorf®, adicionando-se o mesmo

volume de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), e a seguir fez-se a

homogenização do mesmo por 5 minutos. Após a homogenização, uma nova

centrifugação foi realizada nas mesmas condições e a fase superior foi

transferida para um novo eppendorf®, adicionaram-se 2/3 do seu volume de

isopropanol. Os eppendorf®'s foram mantidos a -20°C por 12 horas, e em

seguida foram centrifugados a 13.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi

descartado e o sedimento foi lavado três vezes com etanol 70% gelado; em

seguida, secos em capela de fluxo laminar. Posteriormente, foi feita a

ressuspensão em 100 uL de TE (1,0 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA). A

quantificação da concentração de DNA das amostras foi determinada através de

um fluorímetro (HOEFER-TKO 100). Utilizaram-se, paracadaamostra, 2 (xL de

DNA e 2 mL de tampão TNE lOx (1,3% Tris base; 0,37% Na2EDTA.2H20;

11,68% NaCl pH 7,4).
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A amplificação de seqüências do DNA via PCR foi conduzida em um

volume de 12 u.1, contendo 0,75 unidades de Taq DNA polimerase; 1,2 jj.1 de

tampão de reação concentrado (1M Tris, 1M MgCI2, 250 jxg/mLBSA, 1M KCL)

; 200 u.M de cada dATP, dGTP, dTTP e dCTP; 2,3 mM de MgCI2; 0,4 \iU de

primer e 20 ng do DNA genômico de cada cultura. Foram testados vários

primers, e utilizados aqueles que apresentaram polimorfismo. O controle do

DNA, para verificar contaminação, foi determinado pela omissão do DNA

genômico em algumas reações. As amostras foram submetidas a um total de 45

ciclos de 1 min, com temperatura de denaturação de 94°C por 15 segundos,

temperatura de elongação de 36°C por 30 segundos e temperatura de renaturação

de 72°C por I minuto. Foi acrescido a estes ciclos um ciclo final de manutenção

de 72°C por 5 minutos. As amplificações foram feitas em termociclador 9600

(Perkin-Elmer) e, após fiinalizadas, 3 jil de tampão de carregamento (0,25% azul

de bromofenol, 60% glicerol) foram acondicionados em cada tubo e amostras de

10 fil foram depositadas em gel de agarose 1,5%. A eletroforese foi realizada a

7,5 V/cm durante aproximadamente 2 horas em tampão TBE. Após a migração,

os géis foram corados com brometo de etídio e fotografados sob luz ultravioleta

com câmara Polaroid.

Os dados moleculares foram analisados como descrito no item 3.6.2.

Após os 28 dias de cultivo, 5 isolados (PI, P2, P3, P4 e P37) foram

selecionados para análises de suas variabilidades detectadas pelos moarcadores

morfológicos, protéicos (PAGE e SDS-PAGE) e molecular (RAPD). O

marcador molecular RAPD foi considerado padrão para esta comparação por

não ter influência ambiental.

As análises para cada marcador foram feitas como descritas

anteriormente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES

4.1 Crescimento micelial

Os resultados do crescimento micelial aos 7 dias de cultivo em meio

MMN encontram-se na Figura 2. O isolado P36 foi o que apresentou o maior

crescimento médio, de 11,75 mm. Este valor correspondeu a uma taxa de

crescimento de 1,67 mm / dia. Aos 7 dias de cultivo, os isolados P8, PI5, PI6,

P23, P29 e P30 não haviam crescido.

Aos 7 dias de cultivo, observou-se que alguns isolados cresceram mais

que outros, isto pode ser devido ao fato de que nos primeiros dias houve

influência dos fatores externos (temperatura, fotoperíodo, umidade e etc.) no

crescimento dos isolados. Possivelmente estes estavam se adaptando às novas

condições do meio. Resultados semelhantes foram obtidos por Battista et ai.

(1996), que aos 7 dias de cultivo em meio MMN, detectaram diferenças no

crescimento micelial de diferentes isolados de Laccaria bicolor.

Os dados da análise de variância são apresentados na Tabela 12. O

crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 7 dias de cultivo.

As estimativas dos parâmetros genéticos demonstraram que 14,60% da

variação detectada no crescimento médio dos isolados de Pisolithus spp. foram

devidos a fatores genéticos e que 1,87% foram devidos a fatores ambientais

(Tabela 13). Aos 7 dias de cultivo, observou-se uma herdabilidade de 88,63%

para o crescimento micelial.

Embora aos 7 dias de cultivo em meio MMN o crescimento médio

tenha sido baixo, foi detectada uma alta herdabilidade para esta característica.

Este fato elucida a importância de utilização desta característica em programas

de melhoramento de fungos ectomicorrízicos.
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TABELA12-AnálisedevariânciaparareferenteaocrescimentomicelialdePisolithusspp.aos7,14,21e28diasde
cultivoemmeioMMN.

Diasdecultivo

14

21

28

FV

Isolados

Resíduo

Isolados

Resíduo

Isolados

Resíduo

Isolados

Resíduo

GL

36

111

36

111

36

111

36

111

SQ

23,721153
8,3142

68,316558
26,5513

39,39068
72,1788

151,795642
38,2257

QM

6,58921

0,74903

1,897682

0,239201

3,874963

0,650259

4,216546

0,344376

TABELA13-ParâmetrosgenéticosestimadosreferenteaocrescimentomicelialdePisolithusspp.

**
8,797

7,933
**

5,954**

12,244**

DiasdeetiltivoCoeficientedevariaçãoCoeficientedevariaçãoHerdabilidade
genética(%)ambiental(%)(%)

714,601,8788,63
1441,465,9887,39
2180,5416,2583,20
2896,808,691,83



Aos 14 dias de cultivo em meio MMN, o isolado PIO apresentou um

crescimento médio de 26,12 mm, correspondendo a uma taxa de 1,866 mm / dia.

O isolado PI5 foi o que apresentou o menor crescimento médio, 2,0 mm,

correspondendo a uma taxa de 0,14 mm / dia (Figura 2).

Neste período, os isolados que aos 7 dias não haviam crescido (P8, PI 5,

P16, P23, P29 e P30) já apresentaram crescimento em condições de cultivo.

Observou-se um aumento no crescimento médio observado para todos os

isolados, e este foi aproximadamente 80% superior em relação à avaliação

anterior. Isto pode ser devido à ação de certas enzimas e hormônios responsáveis

pelo crescimento, que neste período passam a ser mais ativos.

Os resultados da análise de variância são apresentados na Tabela 12. O

crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 14 dias de cultivo.

A alta significância encontrada no crescimento médio dos isolados de

Pisolithus spp. possibilitou compreender a capacidade de determinados

genótipos colonizarem diferentes plantas hospedeiras e explorarem diferentes

tipos de solo. Resultados semelhantes também foram obtidos por Colpaert, Van

Assche e Juijtens (1992), Lamhamed, Bernier e Fortin (1992), Thomson, Grove

e Malajczuk (1994), Ek (1997), Timonem, Tammi e Sem (1997).

As estimativas dos parâmetros genéticos são apresentadas na Tabela 13

e demonstraram que aos 14 dias de cultivo, 41,46% da variação encontrada entre

os isolados foram devidos a fatores genéticos e 5,98% foram devidos a fatores

ambientais. A herdabilidade para o crescimento micelial aos 14 dias de cultivo

foi de 87,39%.

Aos 21 dias de cultivo em meio MMN, também o isolado PIO

apresentou o maior crescimento médio, 42,5 mm, correspondendo a uma taxa de

2,02 mm / dia. O isolado PI5 apresentou um menor crescimento médio, 4,375

mm, correspondendo uma taxa de 0,2mm / dia (Figura 2).
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Um aumento significativo no crescimento médio foi observado aos 21

dias de cultivo, sendo igual ou superior a 60% em relação à avaliação anterior.

Observaram-se também diferenças no crescimento médio dos isolados

estudados, o que permitiu agrupar os isolados por classes de crescimento.

Burgess et ai. (1995) também obtiveram resultados semelhantes, sendo que aos

21 dias de cultivo em meio MMN, classificaram os 100 isolados de Pisolithus

sp. estudados em três classes distintas; baixa (< 1,5 mm/dia), média (1,5 a 3,0

mm/dia) e alta (> 3,0 mm/dia).

Os resultados da análise de variância são apresentados na Tabela 12. O

crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 21 dias.

As estimativas dos parâmetros genéticos sãoapresentados na Tabela 13.

Estes demonstraram que 80,54% da variação do crescimento micelial existente

entre os isolados são devidos a fatores genéticos e 16,25% são devidos a fatores

do ambientais. A herdabilidade para o crescimento micelial foi de 83,20% aos

21 dias de cultivo em meio MMN.

Aos 21 dias de cultivo em meio MMN o porcentual de variação genética

foi 100% maior que aquele observado aos 14 dias, o que indica maior

variabilidade genética quando as culturas encontram-se em idades mais

avançadas.

Aos 28 dias de cultivo em meio MMN, o isolado PIO apresentou o

maior crescimento médio, 60,125 mm, correspondendo uma taxa de 2,147 mm /

dia. O isolado PI5 também continuou apresentando um menor crescimento, de

13,25 mm, correspondendo uma taxade 0,47 mm / dia (Figura 2).

Todos os isolados apresentaram um maior crescimento médio aos 28

dias de cultivo. Para todos os isolados observou-se um aumento no crescimento

em torno de 60% em relação aos 21 dias. Os resultados obtidos possibilitaram

separar os isolados em 2 classes de crescimento; baixa (< 1,5 mm / dia) e alta (>

1,5 mm / dia). Dos 37 isolados de Pisolithus spp., 30 foram classificados como
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isolados de baixo crescimento, o que correspondeu a 81% dos isolados e 7 foram

classificados como isolados de alto crescimento (P4, P10,P14, PI7, P24, P31 e

P37). Outro fato importante a ser considerado é que todos os isolados de classe

alta apresentaram textura aveludada, densidade de média a alta e peso também

de médio a alto. Os resultados demonstraram que a taxa de crescimento em meio

de cultura pode ser diretamente influenciada pelatextura, densidade e peso.

Os resultados da análise de variância para o crescimento micelial dos

isolados de Pisolithus spp., aos 28 dias de cultivo, são apresentados na Tabela

12. O crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 28 dias de cultivo.

Os cálculos dos parâmetros genéticos são apresentados na Tabela 13.

Estes demonstraram que 96,80% da variação para o crescimento micelial

detectada entre os isolados de Pisolithus spp. foram devidos a fatores genéticos e

que 8,6% foram devidos a fatores ambientais. A herdabilidade para o

crescimento micelial, aos 28 dias de cultivo, foi de 91,83%.

As médias do crescimento micelial de todos os isolados estudados nas 4

épocas de avaliação (7, 14, 21 e 28 dias de cultivos) são apresentadas no Anexo

IA.

Os resultados obtidos demonstraram uma grande variabilidade no

crescimento micelial de Pisolithus spp. Esta diferença de crescimento micelial

pode ser devida a vários fatores, sendo a procedência geográfica dos isolados

um fator de grande influência. Burgess et ai. (1995), estudando diferentes

isolados de Pisolithus nativos da Austrália, detectaram variação na taxa de

crescimento in vitro e constataram que o alto crescimento estava relacionado

com a procedência geográfica dos isolados e também com a especificidade do

simbionte ao hospedeiro.

Como os maiores crescimentos médios ocorreram entre o 21° e o 28° dia

de cultivo em meio MMN, e também as maiores herdabilidades, todas as
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análises das características morfológicas (textura, cor, forma), protéicas,

isoenzimáticas e moleculares foram realizadas aos 28 dias de cultivo.

Segundo Alfenas (1998), a determinação da curva de crescimento é de

grande importância paradeterminar a fase exponencial do crescimento do fungo.

Isto porque, nesta fase, a ação de enzimas proteolíticas é reduzida, o que

favorece a expressão de determinados genes.

O crescimento é uma característica importante na seleção de isolados,

pois espera-se que isolados de maior crescimento em meio de cultura possam

também apresentar maior crescimento no substrato utilizado na produção de

mudas, o que possibilita uma colonização mais efetiva da planta hospedeira.

4.2 Caracterização morfológica

As análises morfológicas dos isolados de Pisolithus spp. foram

efetuadas após 4 semanas de cultivo em meio MMN. Os isolados de Pisolithus

spp. apresentaram diferenças com relação às características morfológicas

analisadas. Os resultados são apresentados na Tabela 14. O número de isolados

para as 11 características morfológicas avaliadas e sua respectiva porcentagem

estão na Tabela 15.
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TABELA 15 - Número e porcentual isolados de Pisolithus spp. para as
características morfológicas analisadas.

Características Número de isolados Percentual (%)

Textura: aveludada 17 46

Floculenta 9 24

Flutuante 10 27

Áspera 1 3

Formação de cordão: Presente 21 56

Ausente 16 44

Cor do ágar: não colorido 18 49

Ligeiramente colorido 19 51

Formação de halo: presente 13 35

Ausente 24 65

Forma da colônia inferior: grudada 37 100

Forma da colônia superior: aérea 37 100

Margem da colônia: regular 25 68

Irregular 12 32

Cor da colônia: creme 1 3

Amarelo 7 19

Amarelo escuro 12 32

Ocre 7 19

Marrom 10 27

Peso: < 3 mg/dia 4 11

3-6 mg/dia 19 51

> 6 mg/dia 14 38

Crescimento: < 1.5 mm/dia 30 81

> 1.5 mm/dia 7 19

Densidade: < 3 mg/mm 3 8

3-6 mg/mm 27 73

> 6 mg/mm 7 19

As características textura, cor de colônia, peso, crescimento e densidade

foram as que apresentaram as maiores variações. As características forma de

colônia inferior e forma de colônia superior não apresentaram variações entre os

isolados. Dados semelhantes foram obtidos por Burgess et ai. (1995), que

estudando isolados de Pisolithus, também encontraram variação quanto às

características dos isolados, morfologia dos basidiosporos e forma do

basidiocarpo. Toda esta variabilidade existente entre os isolados de Pisolithus

permite classificar e caracterizar os isolados tanto por especificidade de

hospedeiro como por procedência geográfica. Estas informações coincidem com

os resultados obtidos por Watling et ai. (1995) e Burgess et ai. (1995).
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As diferenças morfológicas, como crescimento, textura, cor da colônia e

margem da colônia, são apresentadas na Figura 3.

Após efetuados os cruzamentos dos isolados, foram encontradas

diferenças nas suas descendências. Os isolados P5 (H6) e P36 (II), quando

cruzados, formaram o "híbrido" P31 [H6 x II(ZI)], que apresentou

características dos genitores, principalmente cor e crescimento, e pode ser

observado na Figura 4a.

Resultados semelhantes foram também obtidos para outros híbridos de

vários cruzamentos, por exemplo o híbrido P30 [H6 x 441 (ZI)], que apresentou

a coloração e textura dos genitores (Figura 4b).

As análises das características morfológicas dos 37 isolados de

Pisolithus spp. estudados possibilitaram a construção de uma matriz de

dissimilaridade (Anexo 1B). O dendrograma obtido pelo método UPGMA pode

ser observado na Figura 5. Pela análise das características morfológicas, foi

possível agrupar os isolados de Pisolithus spp. que apresentaram características

semelhantes.

Analisando o dendrograma formado peloagrupamento da caracterização

morfológica, verificou-se que a 55% de similaridade, 3 grupos foram formados.

O grupo I, formado por9 isolados: [P31 (H6 x II ZI), P24 (MAl x 441 ZI), PI7

(MB3 x H6 ZI), PIO (MB2 x H6 S4+), P23 (MAl x H6 ZI), P30 (H6 x 441 ZI),

PI 1(MB3 x H6 S4-), P16 (MB2 x H6 ZI) e P5 (H6)]; o grupo 2, formado por 10

isolados: [P36 (II), PI8 (MB2 x 270 ZI), P6 (MAl x 270 S3+), P35 (270 x II

ZI), P34 (270 x 441 ZI), P33 (270 x H6 ZI), PI9 (MB3 x 270 ZI), PI3 (MB3 x

270 S4+), P12 (MB2 x 270 S4+) e P14 (MAl x 270(ZI)]; e o grupo 3, formado

pçr 17 isolados: [P26 (MB2 x 441 ZI), P21 (MAl x MB3 ZI), PI5 (MB2 x

(MB2xMB3) ZI), P8 (MAl x (MAlxMB3) S3+), P27 (MB2 x II ZI), P3 (MB3),

P22 (MAl x MB2 ZI), P2 (MB2), P32 (441 x II ZI), P29 (MB3 x II ZI), P9

(MB2x (MB2xMB3) S4-), P37 (441), P28(MB3x441 ZI), P7(MAlx
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FIGURA 3 - Características morfológicas de isolados de Pisolithus spp.

FIGURA 4a - Paternos e híbrido de Pisolithus spp.

FIGURA 4b - Paternos e híbrido de Pisolithus spp.
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(MB2xMB3) ZI), P8 (MAl x (MAlxMB3) S3+), P27 (MB2 x II ZI), P3

(MB3), P22 (MAl x MB2 ZI), P2 (MB2), P32 (441 x II ZI), P29 (MB3 x II

ZI), P9 (MB2 x (MB2xMB3) S4-), P37 (441), P28 (MB3 x 441 ZI), P7 (MAl x

(MB2xMB3) S4+), P20 (MB2 x MB3 ZI), P25 (MAl x I1ZI) e PI (MAl). No

grupo 1, verificou-se que os isolados P23, P30, PI6 e P5 foram os mais

próximos, com uma similaridade de 90%, e que o isolado P31 foi o mais

divergente do grupo.

No do grupo 2, verificou-se que os isolados PI8, P6, PI3 e PI2 foram os

mais próximos, com similaridade de 90%, e que o isolado P36 foi o mais

divergente do grupo.

No grupo 3, o que apresentou um maior número de isolados (45%),

verificou-se que os isolados P21(MAlxMB3 ZI), PI5 (MB2 x(MB2xMB3)

ZI), P27 (MB2 x II ZI), P3 (MB3), P22 (MAl x MB2 ZI), P29 (MB3 x II ZI),

P9 (MB2 x (MB2xMB3) S4-), P25 (MAl x II ZI) e PI (MAl) foram os mais

próximos, com similaridade de 90%, e o isolado P2 foi o mais divergente.

De acordo com as características morfológicas avaliadas, o isolado P4

foi o mais divergente; isto possivelmente se deve ao fato deste isolado ser

colonizador de raízes de Pinus e ser de procedência americana.

A análise pelo método UPGMA permitiu, ainda, fazer uma distinção

quanto à distribuição dos isolados genitores e seus híbridos para cada grupo

formado. No grupo 1 predominaram o genitor P5 (H6), de procedência

canadense, e seus respectivos híbridos (PIO, PI 1, PI6, PI7, P23, P24, P30 e

P31).

No grupo 2 predominaram o genitor P4 (270), de procedência

americana, e seus respectivos híbridos (P6, P12, P13, P14, P18, P19, P33, P34 e

P35).

No grupo 3 predominaram os genitores monocarióticos brasileiros (PI,

P2 e P3) e seus respectivos híbridos, formados dos seus cruzamentos e de suas
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interações (P7, P8, P9, P15, P20, P21, P22). Observou-se também, no grupo 3,

que dos seis híbridos obtidos do genitor P37 (441), quatro encontraram-se neste

grupo (P26, P28, P30 e P32).

Os resultados das análises morfológicas demonstraram que houve uma

relação direta dos isolados com aespécie hospedeira. Observou-se que o isolado

P4, que é colonizador de Pinus, foi o mais divergente (55%). Isto reforça os

resultados obtidos po Ho (1987), com dados de variação fenotípica de Laccaria,

Jacobson e Miller(1992), com Suillus e Lei et ai. (1990) com Pisolithus. Todos

estes autores demonstraram que a espécie de planta hospedeira e a procedência

geográfica são fatores importantes noagrupamento de fungos ectomicorrízicos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Burgess et ai. (1995),

que estudando 100 isolados de Pisolithus, sendo 85 nativos da Austrália e 15

não nativos, encontraram variação quanto às características das colônias,

morfologia dos basidiosporos e forma do basidiocarpo. Com base nas suas

características fenotípicas, sete grupos foram encontrados, com índice de

similaridade de 50%. Variações marcantes foram detectadas quanto aodiâmetro,

presença de espinhos e forma dos basidiosporos. Os basidiocarpos variaram

quanto à forma e tamanho. Os autores observaram que estas variações estão

diretamente relacionadas com a espécie hospedeira e a origem geográfica dos

mesmos.

Todos os resultados demonstraram que quanto mais expressivas forem

as diferenças na morfologia, maior será a sua influência na formação do

agrupamento, o que confirma os resultados obtidos por Anderson, Chambers e

Cairney (1998), que utilizaram características morfológicas para detectar a

ocorrência de Pisolithus em uma área de reflorestamento.

Os resultados obtidos demonstraram que o fungo Pisolithus apresenta

uma considerável variação morfológica, e isto pode ser utilizado para a

caracterização de genótipos. Devido a esta grande diversidade, supõe-se que o
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fungo Pisolithus já passou porum complexo processo evolutivo. Isto poderá ser

comprovado pela resposta à colonização de determinados genótipos e também

pela sua sobrevivência em ambientes adversos.

A distância média entre os isolados foi de 42% e a amplitude das

distâncias variou de 0 a 82%. Estes resultados demonstraram que existem

possibilidades de obtenção de ganho genético a partir destes cruzamentos

controlados entre isolados de diferentes origens. A alta amplitude das distâncias

possibilita a manipulação destes isolados em programas de melhoramento de

simbiose, permitindo a seleção de genótipos que ampliam a base genética ser

explorada. Os isolados P4 e P21, P4 e P25 apresentaram distâncias entre si

superiores a 80% de divergência. Os isolados P4 e PI4, PIO e PI7, P33 e P34,

P33 e P35, P34 e P35, pelas análises das características morfológicas, foram

semelhantes (100%).

Utilizando a composição de agrupamento obtido pelo método UPGMA,

foi construída uma matriz de divergência genética entre e dentro dos 3 grupos

obtidos e também foram identificados quais os isolados promissores para

maximização das distâncias entre os grupos (Tabela 23).

TABELA 16 - Matriz de distância genética (%) entre os grupos definidos na
caracterização morfológica dos isolados às Pisolithus spp.

Gl G2 G3

Gl 73%*

(P31/P5)

G2 73% 55%*

(P36/P6) (P12-P36)

G3 73% 73% 37%*

(P22/P31) (P2/P18) (P2/P29)

na diagonal - maximização das distâncias dentro dos grupos
abaixo da diagonal: maximização das distâncias entre os grupos
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As distâncias entre os grupos foram maiores do que dentro dos grupos
(Tabela 16), isto indica que a diversidade poderá ser aumentada por cruzamentos

realizados entre os grupos. Estes cruzamentos poderão ser formados pela
utilização dos cruzamentos mostrados abaixo da diagonal (Tabela 16).

4.3 Caracterização protéica de isolados de Pisolithus spp.

4.3.1 Quantificação da concentração protéica

Os resultados da concentração de proteínas dos diferentes isolados de

Pisolithus spp. podem ser observados na Figura 6.

FIGURA 6 - Concentração de proteínas dos isolados de Pisolithus spp. aos 28
dias de cultivo em meio MMN.

Não houve diferença significativa na concentração de proteínas dos

isolados e os resultados são apresentados na Tabela 17. Apesar de não ser

estatisticamente significativo, o isolado P8 apresentou a maior concentração de
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proteínas (0,526 x 1000 u.g.mL"2) e o isolado P23 a menor (0,340 x 1000

ug.mL'2).

TABELA 17 - Análise de variância para a
isolados de Pisolithus spp. aos 28 d

concentração de proteínas dos
lias de cultivo em meio MMN.

FV GL SQ QM F

Tratamentos

Resíduo

36

37

0,166292
0,1003

0,003786 1,3966
0,002711

Total 73 0,2366

Os parâmetros genéticos para os dados da concentração de proteínas são

apresentados na Tabela 18. As estimativas dos parâmetros genéticos mostraram

que 0,053% da variação foi devido a fatores genéticos e que 0,135% foi devido

a fatores ambientais.

TABELA 18 - Parâmetros genéticos estimados para a concentração de proteínas
de isolados de Pisolithus spp. aos 28 dias de cultivo em meio
MMN.

Variação Genética Variação Ambiental Herdabilidade
0,053% 0,135% 28,39%

A estimativa da herdabilidade foi baixa (28,39%), isto indica um baixo

controle genético na expressão da característica, inviabilizando o seu uso em

programas de melhoramento.

4.3.2 Caracterização dos isolados por eletroforese monodimensional (1D-

SDS-PAGE)

Os perfis eletroforéticos dos isolados de Pisolithus spp. obtidos pela

eletroforese em gel de poliacrilamida (ID- SDS-PAGE) e coloração em nitrato

de prata podem ser visualizados na Figura 7.
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PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9P10 Pll P12

P13 P14P16P17P18P19P20P21 P22P23 P24P25

P26 P27 P28P29 P30P31 P32P33 P34P35 P36P37
/?f r\ •• mm *»•?

FIGURA 7- Caracterização fenotípica dos perfis de polipetideos de Pisolithus spp.
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Foram identificadas 32 bandas polimórficas e 8 monomórficas. Um

número semelhante de perfis protéicos em Pisolithus foi detectado por Burgess

et ai. (1995). Estes autores encontraram 30 bandas polimórficas em diferentes

isolados de Pisolithus, utilizando o mesmo método de detecção de proteínas.

A análise binaria dos perfis possibilitou a construção de uma matriz de

dissimilaridade (Anexo IC) e o dendrograma foi obtido utilizando o método de

agrupamento UPGMA (Figura 8).

Analisando o dendrograma formado pelo agrupamento baseado em

perfis de protéicos, verificou-se a formação de 4 grupos com similaridade de

55%. O grupo 1, formado por quatro isolados: [P32 (441 x II ZI), P29 (MB3 x

II ZI), P27 (MB2 x 11 ZI) e P26 (MB2 x 441 ZI)]; o grupo 2, por sete isolados:

[P37 (441), P36 (II), P34 (270 x 441 ZI), P35 (270 x II ZI), P33 (270 x H6 ZI),

P4 (270) e P3 (MB3)]; o grupo 3, formado por cinco isolados: [P31 (H6 x II

ZI), P30 (H6 x 441 ZI), P28 (MB3 x 441 ZI), PIO (MB2 x H6 S4+) e P7 (MAl

x (MB2xMB3) S4+)]; e o grupo 4, formado por vinte isolados [P22 (MAl x

MB2 ZI), P16 (MB2 x H6 ZI), P19 (MB3 x 270 ZI), PI8 (MB2 x 270 ZI), P23

(MAl xH6ZI), P21 (MAl XMB3Z1), P20(MB2 x MB3 ZI), P17 (MB3 x H6

ZI), P15 (MB2 x (MB2xMB3) ZI), P14 (MAl x 270 ZI), P25 (MAl x II ZI),

P24 (MAl x 441 ZI), PI 1 (MB3 x H6 S4-), P9 (MB2 x (MB2xMB3) S4-), P8

(MAl x (MAlxMB3) S3+), PI2 (MB2 x 270 S4+), P2 (MB2), P6 (MAl x 270

S3+), P5 (H6) e PI (MAl)]. No grupo 1, verificou-se que os isolados P27 e P26

foram os mais próximos, com similaridade de 82%, e que o isolado P32 foi o

mais divergente do grupo, com similaridade de 59%.

No grupo 2, verificou-se que os isolados P33 e P35 foram os mais

próximos, com similaridade de 84%, e que o isolado P37 foi o mais divergente

do grupo. No grupo 3, verificou-se que os isolados P30 e P31 foram os mais

próximos, com similaridade de 88%, e que os isolados P7 e PIO foram os mais

divergentes.
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O grupo 4 foi o que apresentou um maior número de isolados agrupados

(54%); verificou-se que os isolados P14 e PI 5 foram os mais próximos, com

similaridade de 91%. Os isolados P22 e P16 foram os mais divergentes.

O agrupamento obtido pela análise dos perfis de polipeptídeos não

demonstrou relação com o agrupamento obtido por características morfológicas

(Figura 5). Porém, observou-se que o agrupamento dos isolados baseado nos

perfis protéicos foi mais discriminante que o agrupamento pelas análises das

características morfológicas. Possivelmente, isto se deve ao fato de as

características morfológicas estarem mais sujeitas à influência de fatores

ambientais.

Estes resultados concordam com os obtidos por Burgess et ai. (1995),

segundo os quais os isolados de Pisolithus foram separados pela análise dos

perfis protéicos em cinco grupos distintos, a uma similaridade de 60%.

A distância média entre os isolados foi de 54%, e a amplitude das

distâncias variou de 9 a 80%. Estes resultados demonstraram que existem boas

possibilidades de ganho genético ao se efetuarem cruzamentos entre os isolados

de Pisolithus spp. pela caracterização protéica, pois a distância pode ser

considerada alta. A alta amplitude das distâncias possibilita a utilização destes

isolados em programas de melhoramento de simbiose, permitindo a seleção de

genótipos que ampliam a base genética ser estudada. Os isolados PIO e P31, PI3

e P29, PI3 e P30, PI8 e P29, P20 e P31 apresentaram distâncias entre si

superiores a 70% . Os isolados de menor divergência foram P5 e P6, PI3 e PI6,

P29 e P30, pelas análises de seus perfis protéicos, foram os mais semelhantes

(90%).

Utilizando a composição de agrupamento obtido pelo método UPGMA,

foi construída uma matriz de distância entre e dentro dos 4 grupos obtidos e

também foram identificados quais os isolados promissores para maximização

das distâncias entre os grupos (Tabela 19).
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TABELA 19 - Matriz de distância genética (%) entre os grupos definidos na

caracterização morfológica dos isolados de Pisolithus spp.

Gl G2 G3 G4

Gl 53%*

(P27/P32)

G2 56%

(P27/P37)

55%*

(PI2-P36)

G3 65% 65% 71%

(PI0/P26) (P3I/P37) (PI/PIO)

G4 63% 56% 62% 25%

(P14/P32) (P22/P35) (PI6/P30) (PI5/P22)

* nadiagonal - maximização dasdistâncias dentro dosgrupos
abaixo dadiagonal: maximização dasdistâncias entre os grupos

Para os grupos Gl, G2 e G4, as distâncias entre os grupos foram

maiores do que dentro dos grupos (Tabela 19), isto indica que a variabilidade

genética poderá ser aumentada se forem efetuados cruzamentos entre os

isolados destes grupos. Para o grupo G3, a distância dentro do grupo foi maior

do que entre os grupos, o que indica que a variabilidade será aumentada se os

cruzamentos dos isolados foram efetuados (Tabela 19)

4.4 Caracterização isoenzimática

As análises dos perfis isoenzimáticos revelados para as enzimas ACP e

ESTmostraram diferenças entre os isolados de Pisolithus spp. estudados.

Os perfis isoenzimáticos dos diferentes isolados de Pisolithus spp., após

eletroforese em gel de poliacrilamida, revelados para as enzimas ACP e EST,

podem ser vistos nas Figuras 9 e 10. Os zimogramas obtidos para os dois

sistemas enzimáticos utilizados sãoapresentados nas Figuras 11 e 12.
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PI P2 P3 P4 PS P6 P7 PS P9 PIO P11 PI2 PU

P14 PIS P16 P17 PIS P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25

""•#

-*»»

P26 P27 P28 P29 P30 P31 P32 P33 P34 P35 P36 P37

FIGURA 9 - Perfis isoenzimáticos de diferentes isolados de Pisolithus spp. para
enzima fosfatase ácida - ACP
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PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PIO Pll P12 P13

P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P19 P2C P21 P22 P23 P24

P25 P26 P2- P28 P29 P3C P31 P32 P33 P34 P35 P36 P37

FIGURA 10 - Perfis isoenzimáticos de diferentes isolados de Pisolithus spp.
para a enzima esterase - EST.
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FIGURAS 11 e 12 - Zimogramas obtidos dos perfis isoenzimáticos de isolados
de Pisolithus spp.
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As análises dos zimogramas permitiram detectar 14 bandas

polimórficas, sendo sete para a enzima ACP e sete para a enzima EST. Dois

locos distintos foram detectados para os sistemas enzimáticos analisados (Tabela

20)

TABELA 20 - Enzimas, código, número de bandas e locos observados em
diferentes isolados de Pisolithus spp.

Enzima Abreviações
usadas no estudo

Código da enzima Bandas

polimórficas

Locos distintos

Fosfatase ácida

Esterase

ACP

EST

3.1.3.2

3.1.1.1

7

7

2

2

Tolal 14 4

A análise binaria dos perfis isoenzimáticos possibilitou a construção de

uma matriz de dissimilaridade (Anexo ID). A partir desta matriz foi obtido o

dendrograma utilizando o método de agrupamento UPGMA, o qual pode ser

observado na Figura 13. A análise dos perfis isoenzimáticos permitiu agrupar os

isolados de Pisolithus spp. que apresentaram características semelhantes.

Analisando o dendrograma formado pelo agrupamento dos perfis

isoenzimáticos, verificou-se que a 55% de similaridade, foram formados 3

grupos. O grupo 1, formado pelo isolado PI5 (MB2 x (MB2xMB3) ZI); o grupo

2, formado por oito isolados: [P24 (MAl x 441 ZI), P23 (MAl x H6 ZI), P9

(MB2 x (MB2xMB3) S4-), P22 (MAl x MB2 ZI), P8 (MAl x (MAlxMB3)

S3+), P21 (MAl x MB3 ZI), P20 (MB2 x MB3 ZI) e P7 (MAl x

(MB2xMB3)S4+)]; e o grupo 3, formado por 28 isolados: [P33 (270 x H6 ZI),

P37 (441), P32 (441 x II ZI), P31 (H6 x II ZI), P29 (MB3 x II ZI), P28 (MB3 x

441 ZI), P26 (MB2 x 441 ZI), P19 (MB3 x 270 ZI), P18 (MB2 x 270 ZI), P17

(MB3 x H6 ZI), P14 (MAl x 270 ZI), P13 (MB3 x 270 S4+), P12 (MB2 x 270

S4+), PI 1 (MB3 x H6 S4-), P30 (H6 x 441 ZI), PIO (MB2 x H6 S4+), P6 (MAl

x 270 S3+), P35 (270 x 11 ZI), P34 (270 x 441 ZI), P36 (II), P4 (270), P27
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(MB2 x II ZI), P25 (MAl x II ZI), P3 (MB3), PI6 (MB2 x H6 ZI), P5 (H6), P2

(MB2) e PI (MAl)]. No grupo 2, verificou-seque os isolados P7 e P20 foram os

mais próximos,com similaridade de 85%, e que os isolados P24 e P23 foram os

mais divergentes . O grupo 3 foi o que agrupou um maior número de isolados

(75%). Verificou-se que os isolados P26, PI9, PI8, PI7, PIO e P6 foram os

mais próximos, com similaridade de 93%. O isolado PI3 foi o mais divergente

do grupo.

O agrupamento dos isolados pelo método UPGMA possibilitou fazer

uma distinção com relação àdistribuição dos isolados em cada grupo. Observou-

se que no grupo 2 predominaram os híbridos obtidos dos genitores

monocarióticos brasileiros (PI, P2 e P3). Dos 7 híbridos formados, 6 (P7, P8,

P9, P20, P21 e P22) encontram-se neste grupo.

O grupo 3 foi formado basicamente por todos os híbridos obtidos dos

genitores dicarióticos (P4, P5, P36e P37).

De acordo com o agrupamento dos perfis isoenzimáticos, o isolado PI5

foi o mais divergente, e este se assemelha aos demais, com índice de

similaridade de 43%.

Resultados semelhantes foram encontrados para Suillus por (Karkouri,

Cleyet-Marel e Mousain, 1996), que utilizaram variação isoenzimática e

incompatibilidade somática no estudo de variação genética intraespecífica e

agruparam os isolados de Suilhds collinitus em dois grupos, com uma

similaridade de 65%. Os autores verificaram que isolados com fenótipos

isoenzimáticos idênticos foram somaticamente compatíveis e foram

considerados como sendo os mesmos. Ao contrário, os isolados que

apresentaram perfis diferentes foram somaticamente incompatíveis e estes

corresponderam a genótipos distintos.

Os perfis isoenzimáticos demonstraram diferenças entre os isolados.

Observou-se um polimorfismo enzimático tanto para ACP quanto para EST.
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Estes resultados concordam com os obtidos por Zhu (1988). Sen (1990) e Keller

(1992), que encontraram diferenças nos perfis enzimáticos em espécies de

Suillus.

A distância média entre os isolados foi de 40%, e a amplitude das

distâncias variou de 0 a 79%. Estes resultados demonstraram que existem boas

possibilidades de ganho genético se os isolados de Pisolithus spp. forem

cruzados para gerar híbridos. A alta amplitude das distâncias possibilita a

manupulação destes isolados em programas de melhoramento de simbiose,

permitindo a seleção de genótipos que ampliam a base genética a ser estudada.

Os isolados P13 e PI8, PI5 e P23 apresentaram distâncias entre si superiores a

73% e 79% de divergência. Os isolados P12 e P13, P20 e P21, P26 e P27, P29 e

P31, P32 e P3, pelasanálises de seus perfis enzimáticos, foram semelhantes.

Utilizando-se a composição de agrupamento obtido pelo método

UPGMA. foi construída uma matriz de distância entre e dentro dos 3 grupos

obtidos e também foram identificados quais os isolados promissores para

maximização das distâncias entre os grupos (Tabela 21).

TABELA 21 - Matriz de distância genética (%) entre os grupos definidos na
caracterização morfológica dos isolados de Pisolithus spp.

G2

G3

(il G2 G3

X

50% 43%*

(P7/P15) (P20-P23)

71% 57% 73%*

(P15/P18) (P24/P18.

P23/17.P23P10)

(P18/P13)

* na diagonal - maximização das distâncias dentrodos grupos
abaixo da diagonal: maximização das distânciasentre os grupos

Para o grupo G2, as distâncias entre os grupos foram maiores do que

dentro dos grupos (Tabela 21), isto indica que a variabilidade genética poderá
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ser aumentada por cruzamentos realizados entre os isolados destes grupos. Para

o grupo G3, a distância dentro do grupo foi maior do queentre os grupos, o que

indica que a variabilidade será aumentada se os isolados (PI8 e P13) forem

cruzados, como mostrado na Tabela 21.

4.5 Diversidade genética de isolados de Pisolithus spp.

Resultados de literatura mostraram uma grande variação no número de

oligonucleotídeos utilizados como iniciadores para gerar fragmentos de DNA.

Dela Bastide et ai. (1994, 1995 a e b) utilizaram 6 e 3 oligonucleotídeos,

respectivamente, em Laccaria bicolor, Anderson, Chambers e Cairney et ai.

(1998) utilizaram 2 oligonucleotídeos em Pisolithus e Junghans et ai. (1998)

utilizou 13 oligonucleotídeos em Pisolithus tinctorius.

A Tabela 22 lista os 20 oligonucleotídeos utilizados e também o

número de fragmentos polimórfícos de cada um. Estes oligonucleotídeos

possibilitaram a identificação de 345 fragmentos de DNA. Todos os fragmentos

de DNA foram polimórfícos. O número de fragmentos de DNA analisados para

cada oligonucleotídeo variou de 26 a 1, correspondendo uma média de 17

fragmentos de DNA por oligonucleotídeo. Os fragmentos de DNA amplificados

para dois oligonucleotídeos podem ser visualizados na Figura 14.

Com base nos dados de presença e ausência dos fragmentos

amplificados, foi possível detectar a variação das distâncias genéticas entre os

cinco isolados estudados, apresentada na Tabela 23.

As maiores distâncias genéticas foram observadas para o isolado P4

(em média 62%). Este, considerado alto, aliado ao fato deste isolado ser

específico em colonizar raízes de Pinus, pode induzir a classificaçãode isolados

de Pisolithus pela sua capacidade de colonizar hospedeiros específicos.
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TABELA22-Oligonucleotídeos.seqüênciasdebasesenúmerodefragmentos
polimórfícos.

Oligonucleotídeos

OPA09

OPC13

OPD17

OPH08

OPH13

OPII15

OPH18

OPI02

OPJ14

OPJ18

OPL09

OPM01

OPN01

OPO08

OPO16

OPV14

OPV18

OPX04

OPZ04

OPZ17

Seqüência
(5'=>3')

GGGTAACGCC

AAGCCTCGTC

TTTCCCACGG

GAAACACCCC

GACGCCACAC

AATGGCGCAG

GAATCGGCCA

GGAGGAGAGG

CACCCGGATG

TGGTCGCAGA

TGCGAGAGTC

GTTGGTGACC

CTCACGTTGG

CCTCCAGTGT

TCGGCGGTTC

AGATCCCGCC

TGGTGGCGTT

CCGCTACCGA

AGGCTGTGCT

CCTTCCCACT

TOTAL

Númerodefragmentos
Polimórificos

21

21

12

22

21

21

24

19

14

15

5

26

20

12

14

19

16

18

24

345

P1P2P3P4P37P1P2P3P4P37

OPH18OPM01
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TABELA 23 - Matriz de dissimilaridade obtida a

fragmentos de DNA.
partir da análise binaria dos

Isolados PI P2 P3 P4 P37

PI 0,00

P2 0,14 0,00

P3 0,48 0,52 0,00

P4 0,63 0,65 0,59 0,00

P37 0,48 0,47 0,34 0,65 0,00

Valores altos de distância genética também foram encontrados para

outros fungos. Marmeisse, Debaud e Casselton. (1992) observaram elevado

polimorfismo para Hebeloma cylindrosporu; Liu, Chambers e Cairney. (1998)

em Woollsia pungens; Zhihuz, Makoto e Taizo (1999) para Suillus grevillei;

Rossi et ai., (2000) em Tuber spp.

A análise dos dados da matriz de distância genética possibilitou, pelo

método UPGMA, a construção do dendrograma (Figura 15) que agrupou os

isolados de acordo com os seus índices de similaridade. Pelo dendrograma, os

isolados foram agrupados em dois grupos, com índice de similaridade de 55%.

O grupo 1, formado pelo isolado P4 (270), e o grupo 2, pelos isolados P37 (441),

P3 (MB3), P2 (MB2) e PI (MAl). No grupo 1, verificou-se que os isolados PI

(MAl) e P2 (MB2) foram os mais próximos, com um índice de similaridade de

86%, e que os isolados P37 (441) e P3 (MB3) foram os mais divergentes. Para

os 5 isolados estudados, o P4 (270) foi o mais divergente.

4.6 Comparação de agrupamento formados pelos diferentes marcadores

Os marcadores morfológicos, protéicos e genéticos possibilitaram

detectar diferenças entre os cinco isolados (PI, P2, P3, P4 e P37) de Pisolithus

analisados.
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FIGURA 15 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA de
Pisolithus spp., baseado no coeficiente de similaridade Simple
Matching.

As avaliações das características morfológicas revelaram diferenças

entre os cinco isolados estudados, estas podem ser observadas na Tabela 24. O

isolado maisdivergente dos demais foi o P4 (27%), e os mais semelhantes foram

o P2 e P3 (90% de similaridade).

TABELA 24 - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das análises das
características morfológicas dos isolados de Pisolithus spp.

Isolados PI P2 P3 P4 P37

PI 0,00

P2 0,37 0,00

P3 0,28 0,10 0,00

P4 0,73 0,73 0,73 0,00

P37 0,28 0,37 0,37 0,44 0,00
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Os dados da matriz de dissimilaridade possibilitaram a construção do

dendrograma pelo método UPGMA (Figura 20). Pela análise do dendrograma,

notou-se a separação dos isolados de Pisolithus spp. em dois grupos, com um

índice de similaridade de 55%. O grupo 1 foi formado pelo isolado P4 (270) e o

grupo 2 pelos isolados P3 (MB3), P2 (MB2), P37 (441) e PI (MAl). No grupo

1, verificou-se que os isolados P3 (MB3) e P2 (MB2) foram os mais próximos

morfologicamente, com similaridade de 90%, e que o P37 (441) e PI (MAl)

foram os mais divergentes. O isolado P4 (270) foi o mais divergente de todos os

analisados.
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FIGURA 16 - Dendrograma obtido a partir das análises das características
morfológicas dos isolados de Pisolithus spp.

As análises dos perfis de polipeptídeos revelaram diferenças entre os

cinco isolados estudados e podem ser observadas na Tabela 25. Os isolados mais

divergentes dos demais foram o P2 e PI (57%), e os mais semelhantes foram o

P3 e P4 (70% de similaridade).
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TABELA 25 - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das análises
de polipeptídeos dos isolados de Pisolithus spp.

dos perfis

Isolados PI P2 P3 P4 P37

PI 0,00

P2 0,43 0,00

P3 0,68 0,56 0,00

P4 0,43 0,37 0,31 0,00

P37 0,46 0,46 0,40 0,46 0,00

O dendrograma obtido a partir das análises dos perfis protéicos é

apresentado na Figura 17.

FIGURA 17 - Dendrograma obtido a partir das análises dos perfis de
polipetideosdos isolados de Pisolithus spp.

Pela análise do dendrograma, notou-se a separação dos isolados em dois

grupos, com um índice de similaridade de 55%. O grupo 1 foi formado pelos

isolados P37 (441), P4 (270) e P3 (MB3) e o grupo 2, pelos isolados P2 (MB2) e

PI (MAl). No grupo 1, verificou-se que os isolados P4 (441) e P3 (MB3) foram

os mais próximos, com um índice de similaridade de 68%, e que o isolado P37
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(441) foi o mais divergente. No grupo 2, verificou-se que os P2 (MB2) e PI

(MAl) apresentaram 56% de similaridade.

5-CONCLUSÕES

Todos os isolados de Pisolithus spp. apresentaram maior crescimento,

variação genética e herdabilidade aos 28 dias de cultivo em meio MMN. Desta

forma todos os demais estudos de diversidade foram realizados neste período

As características morfológicas, os marcadores bioquímicos e

moleculares permitiram detectar adiversidade dos isolados de Pisolithus spp.

Os cruzamentos de isolados potenciais para ampliar a base genética,

indicados pelo uso das características morfológicas, foram P4 (270) e P21(MA1

x MB3 ZI) e P4 (270) e P25 (MA I x 11 ZI).

Os cruzamentos de isolados potenciais para ampliar a base genética,

indicados pelo uso dos marcadores protéicos foram PIO (MB2 x H6 S4+) e

P31(H6xIl ZI),P13(MB3x 270 S4+)e P29(MB3 x II ZI), P13(MB3x 270

S4+) e P30 (H6 x 441 ZI), PI8 (MB2 x 270 ZI) e P29 (MB3 x II ZI) e P20

(MB2 x MB3 ZI) e P31 (H6 x 11 ZI).

Os cruzamentos de isolados potenciais para ampliar a base genética,

indicados pelo uso dos marcadores enzimáticos, foram PI3 (MB3 x 270 S4+) e

PI 8(MB2 x 270ZI) e PI5 [MB2 x (MB2 x MB2)] e P33 (270 x H6 ZI).

O uso dos marcadores morfológicos, bioquímicos e moleculares

permitiu o agrupamento dos isolados com relação às procedências geográficas.

O isolado P4 (270) , de origem americana, não se agrupou com os demais, de

origem brasileira.

O marcador molecular (RAPD) foi o mais indicado para analisar a

divergência genética, pois forneceu resultados mais seguros das distâncias

genéticas.
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7 ANEXOS

TABELA IA - Teste de TuKey para as avaliações de crescimento; isolados seguidos de
mesma letra não diferem a 5% de probabilidade

Isolados 7 dias de cultivo 14 dias de cultivo 21 dias de cultivo 28 dias de cultivo

Médias Teste Médias Teste Médias Teste Médias Teste

PI 0.362 DEFG 1.137 CDEFGHU 1.787 CDEFGH 2.575 GHUKLM

P2 0.850 ABCDEF 1.462 ABCDEFGHU 2.200 ABCDEFGH 2.950 FGHUKLMN

P3 0.600 ABCDEFG 1.075 CDEFGHU 1.450 DEFGH 1.725 LM

P4 1.087 ABCD 2.525 AB 3.775 ABC 4.637 ABCDE

P5 1.172 A 2.180 ABCD 3.087 ABCDEF 4.00 BCDEFGHI

P6 1.025 ABCD 1.875 ABCDEF 2.487 ABCDEFG 3.125 EFGHUKLM

P7 0.237 efg 0.850 DEFGH1J 1.400 DEFGH 2025 KLM

P8 0.00 G 0.387 HIJ 0.725 GH 2.162 UKLM

P9 0.725 ABCDEFG 1.450 ABCDEFGHU 2.287 ABCDEFGH 3.362 BCDEFGHUKLM

PIO 1.075 ABCD 2.612 AB 4.250 A 6.012 A

Pll 0.400 BCDEFG 1.150 CDEFGHU 1.800 BCDEFGH 2.512 GHUKLM

P12 1.037 ABCD 2.087 ABCDE 3.337 ABCD 3.837 BCDEFGHI

P13 1.00 ABCDE 2.075 ABCDE 2.887 ABCDEFG 3.487 BCDEFGHUKL

PI4 0.812 ABCDEF 1.875 ABCDE 3.300 ABCD 4.912 ABC

P15 0.00 G 0.200 J 0.462 H 1.325 M

P16 0.00 G 0.412 GIIIJ 1.287 DEFGH 3.275 CDEFGHUKLM

P17 0.625 ABCDEFG 1.725 ABCDEFGH 3.012 ABCDEF 4.587 ABCDEF

P18 0.887 ABCDEF 1.775 ABCDEFG 1.712 CDEFGH 4.075 BCDEFGH

PI9 0.987 ABCDE 1.962 ABCDE 2.962 ABCDEFG 3.650 BCDEFGHUKL

P20 0.700 ABCDEFG 1.525 ABCDEFGHU 2.725 ABCDEFG 3.275 CDEFGHUKLM

P21 0.907 ABCDE 1.682 ABCDEFGH I 2.402 ABCDEFG 3.137 EFGHUKLM

P22 0.450 ABCDEFG 0.787 EFGHIJ 1.625 DEFGH 2.125 JKLM

P23 0.00 G 1.412 ABCDEFGHU 2.512 ABCDEFGH 4.275 BCDEFG

P24 0.562 ABCDEFG 1.325 ABCDEFGHU 2.087 ABCDEFGH 3.262 DEFGHUKLM

P25 0750 ABCDEFG 1.350 ABCDEFGHU 1.675 CDEFGH 2.075 KLM

P26 0.125 FG 0.525 FGH1J 1.00 EFGH 3.037 EFGHUKLM

P27 0.775 ABCDEF 1.650 ABCDEFGH1 2.312 ABCDEFG 2.600 GHUKLM

P28 0.975 ABCDE 1.975 ABCDE 2475 ABCDEFG 2.887 FGHUKLM

P29 0.00 G 0.350 IJ 0.462 H 2.100 KLM

P30 0.00 G 0.250 J 0.862 FGH 2.375 HIJKLM

P3I 0.387 CDEFG 1.625 ABCDEFGHI 3.212 ABCDE 4.787 ABCD

P32 0.812 ABCDEF 1.250 BCDEFGHIJ 1.562 CDEFGH 3.387 BCDEFGHUKL

P33 1.125 ABCD 2.312 ABC 3.187 ABCDE 3.787 BCDEFGHIJ

P34 1.137 ABC 2.162 ABCD 2.800 ABCDEFG 3.587 BCDEFGHUKL

P35 1.162 AB 2.237 ABC 3.212 ABCDE 3.762 BCDEFGHIJK

P36 1.175 A 1.925 ABCDE 2512 ABCDEFG 3.00 EFGHUKLM

P37 1075 ABCD 2.675 A 4.050 AB 4.937 AB
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TABELA 1C - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das análises dos perfis
de polipeptídeos dos diferentes isolados de Pisolithus spp.

|Isolados PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PIO Pll
PI 0.00

P2 0.43 0.00

P3 0.68 0.56 0.00

P4 0,43 0.37 0.31 0.00

P5 0.25 0.37 0.56 0.25 0,00

P6 0.25 0.31 0.50 0.31 0.12 0.00

P7 0.37 0.37 0.50 0,43 0.43 0.37 0.00

P8 0.43 0.37 0.56 0.43 0.37 0.31 0,37 0,00

P9 0.46 0.40 0.39 0.53 0.40 0,45 0,40 0.28 0.00

PIO 0.50 0.43 0.43 0.37 0.56 0.56 0.37 0.50 0.46 0.00

Pll 0.40 0.28 0.46 0.46 0.53 0.46 0.34 0.34 0,37 0.40 0.00
PI2 0.43 0.18 0.50 0.37 0.37 0.37 0.43 0.43 0.34 0.56 0.28
PI3 0.31 0.37 0,36 0.50 0.50 0.50 0.50 0.37 0.40 0,43 0.28
P14 0.40 0.28 0,59 0,46 0.46 0.53 0.46 0.34 0.43 0.40 0.25
P15 0.50 0,56 0.50 0.50 0.50 0.56 0,56 0.37 0,46 0.50 0,53
P16 0,34 0,46 0,59 0,53 0,46 0,46 0,46 0,34 0.43 0,46 0.37
PI7 0.43 0.37 0,56 0,50 0,43 0,37 0.37 0.25 0,46 0,50 0.28
P18 0.31 0,31 0.62 0.37 0,25 0.31 0.43 0.37 0.46 0,56 0.40
PI9 0.40 0.34 0.40 0.40 0.40 0.4 0.46 0.46 0.50 0,46 0.31
P20 0.40 0.46 0.53 0.46 0.34 0.46 0.4 0,34 0.43 0,40 0.37
P21 0.40 0.65 0.53 0.46 0,40 0,40 0.59 0.46 0.56 0.53 0.5
P22 0.37 0.50 0.56 0.50 0.43 0.50 0.43 0.37 0.34 0.43 0.34

P23 0.31 0.31 0.56 0.50 0.43 0.43 0.25 0.43 0.40 0.43 0.15
P24 0.25 0.31 0.62 0.43 0.37 0.43 0.31 0.43 0.46 0.43 0.28
P25 0.56 0.37 0.50 0.43 0.31 0.50 0,56 0.56 0,40 0,43 0.34
P26 0.59 0.52 0.53 0.58 0.53 0,59 0,59 0.65 0.43 0,65 0.43
P27 0.50 0.56 0.50 0.50 0.56 0.56 0.37 0.43 0.46 0,50 0.34
1*28 0.53 0.34 0.59 0.53 0.46 0.59 0.53 0.59 0.43 0,53 0,43
P29 0.59 0,53 0.40 0.46 0.53 0.53 0.46 0.53 0,50 0.40 0.50
P30 0.59 0,65 0.40 0.53 0.53 0,53 0.40 0,53 0,50 0,46 0,43
P31 0.46 0.59 0.53 0,46 0,53 0,59 0.59 0.53 0.43 0,71 0.43
P32 0.59 0,53 0,40 0.40 0.46 0,53 0.65 0,53 0,43 0,53 0,56
P33 0.59 0.40 0,34 0.28 0,40 0,53 0,65 0,53 0.50 0,40 0,50
P34 0.56 0,50 0,43 0,37 0,50 0,56 0,68 0,56 0,53 0,43 0,59
P35 0,50 0.50 0.50 0.37 0.43 0.43 0,62 0,62 0,65 0,50 0,59
P36 0.46 0,40 0,40 0.46 0.40 0.46 0.40 0.46 0.50 0,46 0.43
P37 0.53 0.34 0.65 0.50 0.34 0.53 0.64 0,32 0.65 0.25 0.32
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